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Les anomalies du tube neural (ATN) sont des malformations congénitales très 
fréquentes chez l’humain en touchant 1-2 nouveau-nés sur 1000 naissances. Elles résultent 
d’une fermeture incomplète du tube neural lors de l’embryogenèse. L’étiologie des ATN 
est complexe impliquant des facteurs environnementaux et des facteurs génétiques. La 
souris représente un outil puissant afin de mieux comprendre la génétique des ATN. 
Particulièrement, la souris modèle a impliqué fortement la voie de la polarité cellulaire 
planaire (PCP) dans ces malformations. Dans cette étude,  nous avons identifié et 
caractérisé une nouvelle souris mutante, Skam26Jus dans le but d’identifier un nouveau gène 
causant les ATN. Skam26Jus a été générée par l’agent mutagène N-Ethyl-N-Nitrosuera. Cette 
souris est caractérisée par une queue en forme de boucle ou de crochet, soit un phénotype 
associé aux ATN. La complémentation génétique de la souris Skam26Jus avec une souris 
mutante d’un gène de la voie PCP Vangl2 (Looptail) a montré une interaction génétique 
entre le gène muté chez Skam26Jus et Vangl2, suggérant que ces deux gènes fonctionnent 
dans des voies de signalisation semblables ou parallèles. Un total de 50% des embryons 
doubles hétérozygotes avec un phénotype de la queue présentent un spina bifida. La 
cartographie par homozygotie du génome entier suivie par un clonage positionnel a permis 
d’identifier Lrp6 comme le gène muté chez Skam26Jus. Une mutation homozygote, 
p.Ile681Arg, a été identifiée dans Lrp6 chez les souris ayant une queue en boucle/crochet. 
Cette mutation était absente dans 30 souches génétiques pures indiquant que cette mutation 
est spécifique au phénotype observé. Une étude de phénotype-génotype évalue la 
pénétrance à 53 % de la mutation Ile681Arg. Lrp6 est connu pour activer la voie canonique 
Wnt/β-caténine et inhiber la voie non canonique Wnt/PCP. Le séquençage de la région 
codante et de la jonction exon-intron de LRP6 chez 268 patients a mené à l’identification de 
quatre nouvelles rares mutations faux sens absentes chez 272 contrôles et de toutes les 
bases de données publiques. Ces mutations sont p.Tyr306His ; p.Tyr373Cys ; 
p.Val1386Ile ; p.Tyr1541Cys et leur pathogénicité prédite in silico indiquent que 




possiblement dommageables. Les mutations p.Tyr306His, p.Tyr373Cys et p.Tyr1541Cys 
ont affecté l’habilité de LRP6 d’activer la voie Wnt/β-caténine en utilisant le système 
rapporteur luciférase de pTOPflash. Nos résultats suggèrent que LRP6 joue un rôle dans le 
développement des ATN chez une petite fraction de patients ayant une ATN. Cette étude 
présente aussi Skam26Jus comme un nouveau modèle pour étudier les ATN chez l’humain et 
fournit un outil important pour comprendre les mécanismes moléculaires à l’origine des 
ATN.  
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Neural tube defects (NTDs) are among the most common congenital malformations 
in humans affecting 1–2 infants per 1000 births. NTDs are caused by failure of the neural 
tube to close during embryogenesis. The most common forms of NTDs in humans are 
anencephaly and spina bifida. Their etiology is complex implicating both environmental 
and genetic factors. The mouse model represents a powerful tool to investigate the genetics 
of NTDs. Particularly, mouse mutants at genes belonging to the planar polarity pathway 
(PCP) developed severe forms of NTDs strongly implicating this pathway in the 
pathogenesis of NTDs. In this study, we identified and characterized a novel mouse mutant, 
Skam26Jus, as a model for NTDs. Skam26Jus was generated by N-Ethyl-N-Nitrosuera 
mutagenesis and displayed a characteristic kinky or loop tail that is considered as the 
minimal sign if NTDs. Complementation of Skam26Jus mutant with a PCP mouse mutant 
called Looptail (Lp) showed a genetic interaction between Skam26Jus and Vangl2, the gene 
mutated in Lp. This led to spina bifida in 50% of double heterozygotes with a kinky or 
looptail phenotype. Homozygosity mapping followed by a positional candidate gene 
approach led to the identification of Lrp6 as the gene mutated in Skam26Jus. We detected a 
homozygous mutation, p.Ile681Arg, in Lrp6 in Skam26Jus mice having loop/kinky tail 
phenotype. This mutation was absent in 30 inbred strains analyzed indicating that it is 
disease specific. Genotype-phenotype studies indicated a 52 % penetrance of the 
p.Ile681Arg mutation. Lrp6 is known to activate Wnt canonical β-catenin pathway and 
inhibit Wnt non canonical PCP pathway. Sequencing analysis of the open reading frame 
and exon-intron junctions of human LRP6 in 268 NTD patients led to the identification of 4 
novel rare missense mutations that were absent in 272 controls analyzed and in all public 
databases. These mutations were p.Tyr306His ; p.Tyr373Cys ; p.Val1386Ile ; 
p.Tyr1541Cys, and of these, p.Val1386Iso was predicted to be benign, and p.Tyr306His ; 
p.Tyr373Cys  and p.Tyr1541Cys were predicted to be possibly pathogenic using 
bioinformatics tools. Functional validation of these mutations with the luciferase reporter 




p.Tyr1541Cys reduced the ability of LRP6 to activate the Wnt canonical β-catenin 
pathway. Our data suggest that LRP6 could play a role in the development of NTDs in a 
small fraction of NTD patients. Our study also presents Skam26Jus as a new mouse model for 
the study of human NTDs and provides an important tool for better understanding of the 
molecular pathogenic mechanisms underlying NTDs. 
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ATN    Anomalie du tube neural 
AVP    Acide valporique 
B12    Cobalamine  
BMP    Bone morphogenetic protein/Protéine morphogénétique osseuse 
C   Cytosine 
Ca2+   Ion calcium 
CAMKII  Kinase II calcium/Calmoduline dépendante 
CE   Convergence et extension 
CK1γ   Casein kinase-1 γ 
Crc   circletail 
CRD   Carbohydrate recognition domain 
Ct    curlytail 
Daam1  Dishevelled associated activator morphogenesis 1 
Dgo   Diego 
Dkk   Dickkopf 
Ds   Dachsous 




EGF-like  Epidermial growth factor-like domain 
ENU   N- Ethyl-N-Nitrosuera 
Fj   Four-jointed 
Ft   Fat 
Fmi   Flamingo 
Fz   Frizzled 
G   Guanine 
GSK3   Glycogène Synthase Kinase 3 
JNK   Kinase C-jun  
Kny   Knypey 
Lp   Looptail 
LRP6    Low density lipoprotein-receptor related 
miRNA   micro acide ribonucléique 
mg    milligramme 
NADPH  Nicotine Adénine dinucléotide phosphate 
pb   paire de base 
PCP    Polarité cellulaire et planaire 
Pk/Spne  Prickle/Spiny legs 
PKC    Protéine kinase C 
PLC    Phospholipase C 
Ppt    pipetail  
ROCK   Rho-associated kinase 
RTK   Récepteur tyrosine kinase 
Sbl   silberblick 
Scrb1   Scribble1 
SFRP   Secreted Frizzled-Related Protein 




SNP   Single nucleotide polymorphisme/Polymorphisme nucléotidique 
SNC    Système nerveux central 
Stbm   Strabismus 
THF    Tétrahydrofolate 
T   Thymine 
Vangl   Van gogh like 
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1.1 Définition des anomalies du tube neural (ATN) 
Les anomalies du tube neural sont des malformations congénitales très fréquentes 
chez les nouveaux nés en affectant 1-2 enfants sur 1000 naissances. Elles résultent d’un 
défaut de fermeture complète ou partielle du tube neural lors de l’embryogenèse durant la 
neurulation. Celles-ci peuvent se produire à partir de différents points de fermeture du tube 
neural tout au long de l’axe rostro caudal.  
1.2 Embryogenèse du système nerveux central (SNC) 
1.2.1 Tissus embryoniques présents lors de la gastrulation 
La gastrulation est caractérisée par l’apparition de la ligne primitive et le nœud de 
Hensen. La ligne primitive s’étend tout au long de l’axe rostocaudal pour définir le centre 
de l’embryon et le nœud de Hensen aura pour rôle d’envoyer des signaux pour former la 
notochorde. La gastrulation survient la deuxième semaine de développement chez l’humain 
et en résulte la formation des trois épithéliums embryoniques qui sont l’ectoderme primitif 
ou l’épiblaste, le mésoderme et l’endoderme1. L’endoderme se forme à partir des cellules 
de l’épiblaste qui ont migré vers la ligne primitive. Il donnera naissance plus tard à la 
muqueuse de l’intestin ainsi que les dérivés de l’intestin1. Le mésoderme se formera aussi à 
partir des cellules de l’épiblaste. Il se divisera plus tard en mésoderme cardiaque, 
mésoderme paraxial, mésoderme intermédiaire et mésoderme latéral. C’est aussi à partir du 
mésoderme que la notochorde se formera1. Une fois que les cellules de l’épiblaste ayant 
migré vers la ligne primitive sont devenues mésoderme et endoderme, les cellules restantes 
formeront l’ectoderme définitif pour ensuite donner lieu à la plaque neurale et l’ectoderme 
de surface périphérique1.  
C’est au 16e jour du développement de l’embryon humain que l’apparition des 
premières structures neurales a lieu avec la plaque neurale2. L’induction de l’ectoderme en 




qui se refermeront pour mener au tube neural soit le précurseur embryonique du système 
nerveux central (le cerveau et la moelle épinière)2. Suite à la gastrulation, la neurulation 
débutera vers la quatrième semaine de développement.  
1.2.2 Le processus de neurulation  
1.2.2.1 Neurulation primaire 
La formation du tube neural est un processus complexe qui nécessite un changement 
majeur de structure, la migration de cellules et la différenciation de tissus embryoniques3. 
Elle aura lieu en trois phases distinctes :  la plaque neurale, les plis neuraux et le tube 
neural2. Durant la neurulation primaire, à partir de la 4e semaine de grossesse, on assistera à 
la formation du cerveau et de la région sacrale de la moelle épinière. L’ectoderme se divise 
en deux couches de tissus parallèles; une qui donnera les structures du SNC à l’intérieur du 
tube neural et une autre qui formera la peau à l’extérieur3,4. De cet ectoderme, une troisième 
structure émerge tout au long du tube neural; les cellules de la crête neurale. Celles-ci sont 
des cellules multipotentes qui migrent à travers l’embryon pour ensuite se différencier en 
mélanocytes, en cellules gliales, en neurones, en cellules musculaires lisses ou en certains 
cartilages et os du crâne5.  
Lors de l’induction de la plaque neurale, les protéines morphogénétiques osseuses 
(BMPs) seront inactivées par certains antagonistes tels que chordin, noggin et follistatin sur 
la ligne médiane de l’ectoderme et cela va permettre à ces tissus de se différencier en 
neuroectoderme puis de devenir la plaque neurale (figure 1a)3. La plaque neurale s’étend 
tout au long de l’axe rostrocaudal. La formation des plis neuraux est initiée par la force de 
la constriction apicale. En réponse à l’augmentation des facteurs adhésifs dans le domaine 
apicale des cellules, celles-ci vont se contracter et changer de forme où elles se 
transformeront de forme cylindrique en forme de coin ce qui va conduire à une diminution 





Figure 1. Mécanismes de formation du tube neural lors de l’embryogenèse. a) la plaque neurale 
formée d’ectoderme se différencie en neuroectoderme; b) Les plis neuraux se forment et vont 
s’élever pour fusionner ensemble à l’étape c) et d) le tube neural est formé.  
La force qui permet au tube neural de s’élonger est la convergence et extension. 
Celle-ci a pour but de prendre les cellules polarisées de la plaque neurale pour qu’elles 
s’intercalent dans le plan. Cela a pour effet de créer une élongation du tissu selon l’axe 
médiolatéral et une convergence des cellules selon l’axe rostrocaudal (figure 2). Le 
mécanisme moléculaire qui initie la première cellule polarisée de la plaque neurale est la 
voie de la polarité cellulaire planaire (PCP) et il sera présenté plus en détail dans la section 
1.9.4. Deux structures sont mises en place dans les plis neuraux, le point médian charnière 

































charnière dorsal (PMCD) sur les deux côtés latéraux du tube neural suivant l’axe 
rostrocaudal7,8. Ces deux structures sont différentes par les facteurs qui les influencent, le 
PMC, par sa proximité avec la notochorde, reçoit des signaux tels que Sonic hedgehog 
(Shh) contrairement au PMCD qui n’en reçoit pas9. Le PMC est nécessaire pour le niveau 
supérieur spinal et le PMCD est important pour former la région inférieure spinale et les 
structures craniales10 (figure 1c).  
Lorsque l’élévation des deux plis neuraux fera contact, la fermeture du tube neural 
débutera. La fusion du tube neural se produit à certains sites spécifiques qui sont 
différents chez l’humain et chez la souris. Les facteurs impliqués dans l’adhésion et/ou la 
fusion des plis neuraux sont encore peu connus8. Les cellules des deux plis neuraux vont se 
reconnaitre en s’approchant et lorsqu’elles feront contact elles s’intercaleront. Le contact 
cellule-cellule est primordial pour initier la fermeture du tube neural. L’enlèvement du 
matériel riche en carbohydrate (glucides) à la membrane des cellules, soit un facteur 
important pour l’adhésion des cellules, par la phospholipase C, empêche la fusion des plis 
neuraux et mène à une ATN11. Chez la souris, la fusion du tube neural se produit à trois 
endroits différents (figure 3a). Le premier point de fermeture débute au rhombencéphale à 
la limite cervicale au stade de six somites (E8.5) et se dirige à la fois vers les régions du 
futur cerveau et de la colonne vertébrale. Le second point de fermeture a lieu au 
proencéphale/mésencéphale et il se dirige aussi autant du côté antérieur que postérieur. Le 
troisième point survient à l’extrémité antérieure du proencéphale en se dirigeant vers le 
deuxième point de fermeture8. En 1989 Y. Sakai a identifié un quatrième point de fermeture 
du tube neural à l’extrémité postérieure se refermant vers le côté antérieur12. La location de 
ces différents points de fermeture peut aussi varier d’une souche à l’autre13.  
Chez l’humain, Van Allen a proposé un modèle avec 5 points de fermeture14,15. Ces points 
de fermeture sont présents au neuropore postérieur (point 5) et antérieur (point 3), un point 
au proencéphale (point 2), au mésencéphale (point 1) et un autre y est au neuropore du 




fois que les plis neuraux ont fusionnées à ces divers points ils vont se refermer telle une 
fermeture éclair et donner naissance au tube neural16 (figure 1d).  
 
Figure 2. Mécanisme de convergence et extension. Les cellules s’intercalent vers l’axe 
médiolatéral et s’allongent vers l’axe rostro caudal. 
 
Figure 3. Schéma des différents points de fermeture du tube neural chez a) la souris et b) chez 
l’humain. La souris initie la fermeture du tube neural à 3 endroits et chez l’humain la fermeture se 
























1.2.2.2 Neurulation secondaire 
La neurulation secondaire survient après la neurulation primaire, soit après la 
fermeture du tube neural entre la 5e et 6e semaine de développement chez l’humain. C’est 
l’étape où le neuroectoderme et certaines cellules de l’endoderme formeront, à l’extrémité 
caudale, les cellules du mésenchyme qui se condenseront pour former le cordon médullaire 
soit la substance blanche à l’intérieur de la moelle épinière4,17. Elle contiendra plus tard des 
faisceaux de neurones ascendants et descendants (moteurs et sensitifs). Les cellules qui se 
seront différenciées vont se condenser et former une cavité qui sera le canal central3,18. Par 
cette canalisation, le tube neural sacrocaudal se forme et la lumière est en continuité avec 
celle du tube neural primaire situé antérieur. Chez les mammifères, cette canalisation 
marque la formation de la queue19.  
1.3 Anatomie du SNC  
Le SNC est composé de la moelle épinière et de l’encéphale, il est le centre des 
décisions prises par l’organisme.  
L’encéphale commence à se former dès la fermeture du tube neural, soit après la 4e 
semaine de développement. À ce moment il contiendra seulement trois sous cavités qui 
formeront plus tard les ventricules et trois sous-structures formés d’un mince épithélium 
d’ectoderme. On peut déjà distinguer le proencéphale à l’extrémité rostrale, le 
mésencéphale et le rhombencéphale. Le proencéphale se distinguera en télencéphale 
pour former plus tard les deux hémisphères et en diencéphale qui formera le thalamus, 
l’hypothalamus et les vésicules optiques. Le mésencéphale ne subit pas de sous-divisions 
et il formera l’aqueduc de Sylvius; il contient du liquide céphalorachidien et est en contact 
avec les 3e et 4e ventricules. Le rhombencéphale se divisera en métencéphale, qui donnera 
le cervelet, et le bulbe rachidien4.  
La moelle épinière est protégée physiquement par les vertèbres qui forment la 
colonne vertébrale. Celle-ci rassemble un long faisceau de nerfs et elle fait le lien entre les 




1.4 Les formes cliniques des anomalies du tube neural 
Les ATN surviennent durant la quatrième semaine du développement lors de la 
neurulation. Elles affectent les tissus sous-jacents à la moelle épinière, les méninges, les 
arcs vertébraux, les muscles et la peau. Elles peuvent survenir à différents points au long de 
l’axe rostrocaudal à partir des différents points de fermeture du tube neural. Les ATN qui 
surviennent du côté antérieur (près du cerveau) sont des ATN crâniales et celles qui ont lieu 
tout au long de la moelle épinière sont des ATN spinales. Ces dernières peuvent être 
ouvertes où les tissus neuraux sont exposés à l’extérieur ou fermées. Les ATN fermées 
peuvent être présentes avec ou sans masse sous-cutanée. Ces critères observables sont 
importants pour la classification des ATN. En 1988, Lemire a proposé une classification 
selon la localisation, le mécanisme et le stade où l’ATN survient20. En 1997, McComb 
propose un modèle plus élaboré qui tient compte si la malformation est recouverte ou non 
d’une couche peau, ce qui réfère à une ATN ouverte ou fermée21. Finalement, le modèle 
encore utilisé à ce jour a été établi par Rasmussen en 2003 et tiens compte d’un autre 
facteur, qui est le type de lésion anatomique22.  
1.4.1 Les ATN crâniales 
Anencéphalie ou exencéphalie. L’anencéphalie résulte d’un échec de fermeture du 
tube neural à l’extrémité antérieure (point de fermeture 2, figure 3). Si l’embryon est avorté 
avant la naissance on observe une exencéphalie où l’encéphale se retrouve à l’extérieur de 
la boite crânienne19. Les tissus du cerveau, étant exposés au liquide amniotique plus 
longtemps, sont dégradés à la naissance, ce qui mène à une anencéphalie23. Les enfants 
atteints d’une anencéphalie naissent avec une moelle épinière, un cervelet et un tronc 
cérébral intacts, mais le crâne est partiellement formé et l’encéphale est absent24. Ces 
enfants ne survivent pas plus de quelques heures après la naissance25.   
Céphalocèle. Les céphalocèles sont des lésions contenant des hernies au niveau des 




travers un défaut de la voute crânienne. Ces lésions sont localisées dans la région occipitale 
de la tête et sont habituellement recouvertes de peau26.  
Iniencéphalie. Une autre forme plus rare est l’iniencéphalie25. C’est une forme dont 
le développement est complexe, le crâne est fermé, le foramen magnum est élargie, la tête 
est plus large et le cou absent26. Cette malformation est souvent associée à l’anencéphalie et 
à la céphalocèle.  
1.4.2 Les ATN spinales 
1.4.2.1 Les ATN ouvertes 
Myéloméningocèle ou spina bifida aperta ou spina bifida cystica (figure 4c). La 
myéloméningocèle résulte en un échec de fermeture du tube neural dans la région 
lombosacrée (point de fermeture 1, figure 3). Elle représente près de 98.8% des ATN 
ouvertes27. La placode, soit le segment de tissu embryonique neural qui n’est pas encore 
différencié (souvent associé à la plaque neurale), est située plus haute que les méninges et 
elle passe à travers un défaut osseux entre les vertèbres S2 et S3 sur la ligne médiane du 
dos. La surface de la placode se retrouve élevée à la surface de la peau28. 
Myélocèle. La myélocèle est une hernie de la moelle épinière qui est ouverte et dont 
les tissus nerveux sont exposés à l’extérieur19. Elle est associée dans 8-45% des cas à la 
diastématomyélie29. Elle se différencie de la myéloméningocèle par l’absence d’expansion 
des espaces sous-arachnoïdiens.  
1.4.2.2 Les ATN fermées 
1.4.2.2.1 Présence de masse sous-cutanée 
Lipoméningocèle. Les lipomes sont des malformations formées lors de la 
neurulation primaire28. Ils résultent d’une disjonction prématurée focale de l’ectoderme et 
du neuroectoderme ce qui permet au mésenchyme d’accéder à l’intérieur du tube neural et 




lipome se trouve à l’intérieur ou près du canal spinal (ou canal central), les défauts osseux 
et sous-cutanés de gras rejoignent le canal spinal28. 
Lipomyéloméningocèle. Dans le cas de la lipomyéloméningocèle, l’interface 
placode-lipome se trouve à l’extérieur des limites anatomiques du canal central. Dans la 
majorité des cas, la placode s’étire et s’entour autour d’un côté du lipome31,32.  
Méningocèle ou spina bifida occulta (figure 4a). La méningocèle tout comme la 
myéloméningocèle résulte en un échec de fermeture du tube neural à l’extrémité 
postérieure28. Elle présente une protubérance des méninges avec du tissu nerveux à travers 
les os de la colonne vertébrale qui sont aussi altérés19,24. Ce défaut survient dans les arcs 
vertébraux entre les vertèbres L5 et S1. Cette forme plutôt mineure d’ATN survient chez un 
grand nombre de patients, soit près de 10% de la population humaine et dans la majorité 
des cas elle est asymptomatique19.  
 
Figure 4. Vue latérale des différents types de spina bifida. a) La spina bifida occulta; b) La 
myélocystocèle et c) La Myéloméningocèle.  
Myélocystocèle (figure 4b). La myélocystèle est une forme rare qui présente une 
lésion dans la partie caudale où la dilatation du segment terminal du canal central forme un 
kyste32.  


















1.4.2.2.2 Absence de masse sous-cutanée  
Diastématomyélie. La diastématomyélie se présente lorsque la moelle épinière est 
divisée en deux parties symétriques égales dans l’orientation sagittale. La diastématomyélie 
de type I consiste en deux moelles épinières distinctes avec deux canaux centraux 
recouverts d’os et de cartilages qui débutent à partir des arcs vertébraux. La 
diastématomyélie de type II a un tube commun avec des méninges communes, mais deux 
moelles épinières sont présentes à l’intérieur.  
Sinus dermique. Le sinus dermique est un épithélium avec une fistule en périphérie 
qui s’étend de la surface de la peau jusqu’au système nerveux central. Il est plus souvent 
retrouvé dans la région lombosacrée, mais peut être retrouvé dans la région cervicale, 
occipitale et thoracique33. Il est associé avec une fossette médiane, des naevus poilus ou un 
hémangiome capillaire avec des parties de la peau hyper pigmentées28.  
Syndrome de régression caudale. Ce syndrome est composé de plusieurs 
anomalies comprenant une agénésie partielle ou complète de la colonne vertébrale, l’anus 
imperforé, des anomalies génitales, une aphasie rénale bilatérale, une hypoplasie 
pulmonaire et des défauts des membres inférieurs34.  
Dysgénésie spinale segmentaire. Cette malformation comprend une agénésie ou 
une dysplasie de la colonne vertébrale, une anomalie lors de la formation de la moelle 
épinière et des nerfs rachidiens, une paraplégie congénitale et une déformation congénitale 
des membres inférieurs. Il peut dans certains cas être associé à un défaut de la notochorde 
durant la gastrulation35. 
Filum terminal serré. Ce défaut est défini par un court filum qui relie le corps 
médullaire pour en altérer sa structure. Il est souvent associé avec d’autres malformations 




1.4.3 Une ATN sans fermeture du tube neural 
Craniorachischisis. Une forme plus rare et plus sévère d’ATN survient lorsqu’il y a 
une absence complète de la fermeture du tube neural23,25. Lorsqu’une anencéphalie et une 
myéloméningocèle surviennent simultanément un craniorachischisis est développé. À l’aide 
des études chez la souris, on a découvert que cette forme est plus souvent associée à des 
mutations dans les gènes de la voie de la polarité cellulaire et planaire36.  
1.5 Le dépistage des ATN 
Plusieurs moyens ont été développés dans les dernières années dans le but 
d’intervenir lors d’une grossesse où l’embryon développe une ATN. D’abord, on peut 
détecter certains biomarqueurs dans le sérum maternel et s’ils se révèlent positifs on peut 
valider ce résultat à l’aide d’une échographie aux ultrasons en 2D ou en 3D. Une 
amniocentèse peut aussi être nécessaire dans le but de valider un résultat négatif à 
l’échographie.  
1.5.1 Biomarqueurs présents dans le sérum maternel 
Entre la 16e et 18e semaine de grossesse chez l’humain il est possible de détecter 
certains marqueurs dans le sérum maternel. L’alpha-foetoprotéine (AFP) est une 
glycoprotéine sécrétée par la vitelline qui se retrouve normalement dans le sérum maternel, 
mais si elle est présente en trop grande quantité elle peut être associée à un embryon qui 
développe une ATN37. Cependant, l’AFP peut être aussi associée à d’autres anomalies que 
celles du tube neural tel que la gastroschisis, l’omphalocèle, la néphrose congénitale, ou un 
embryon mort-né37. L’homocystéine est un facteur qui peut être associé aux ATN si 
trouvés en trop grandes concentrations dans le sérum maternel. Ce facteur est un senseur du 
cycle des folates (mais pas de l’acide folique directement)38. Une étude plus récente en 
2012 a montré qu’un autre biomarqueur, soit sept miRNA, est dérégulé dans le sérum des 
mères enceintes développant un embryon avec une ATN en comparaison avec les 




Cependant, ces résultats très prometteurs devront être plus approfondis, car l’échantillon 
utilisé dans l’étude avait seulement trois patientes et trois contrôles. De plus, pour un 
dépistage plus précis, il serait aussi intéressant de connaitre si la dérégulation de miRNA 
spécifiques est associée à différents types d’ATN.  
1.5.2 Ultrasons  
L’échographie aux ultrasons est une technique de dépistage qui nous permet de 
visualiser en 2D ou en 3D l’embryon et s’il y a présence d’ATN. Lorsqu’elle a lieu au 
début du deuxième trimestre soit après que le tube neural ait été formé il est possible de 
détecter jusqu’à 95% des spina bifida40. Certains auteurs affirment que cette technique 
suffit à détecter une ATN et que les analyses biochimiques du sérum maternel ne sont pas 
nécessaires41.  
1.5.3 Liquide amniotique 
Entre la 16e et 18e semaine de grossesse chez l’humain, soit après que le tube neural 
soit formé, il est possible de détecter soit l’AFP ou l’acétylcholinestérase dans le liquide 
amniotique chez les femmes enceintes qui développent un embryon avec une ATN 
ouverte19. Ces deux marqueurs sont présents lorsque le liquide amniotique est en contact 
direct avec des structures du tube neural qui ne se sont pas refermées37,42. Cette pratique est 
plus risquée pour l’embryon et par conséquent est pratiquée seulement lorsque nécessaire.  
1.6 Syndromes associés aux ATN 
Les syndromes associés aux ATN pourraient être causés par des duplications ou des 
délétions au niveau des chromosomes, par exemple la trisomie 13 ou 18 sont plus souvent 
associés à la spina bifida et l’anencéphalie43,44. D’autres syndromes associés aux ATN 
incluent : le complexe de ADAM, un défaut sporadique d’origine inconnue, qui cause une 
malformation du crâne et des membres. Certains syndromes sont associés uniquement aux 
embryons développant une encéphalocèle et incluent le syndrome de Walker-Warburg, 




Voss-Cherstovy qui est une méningocèle ou encéphalocèle occipitale45. Les ciliopathies 
sont des désordres génétiques affectant les cils des cellules et sont associés aux ATN. La 
ciliogenèse est sous contrôle de la voie PCP46. On y retrouve le syndrome de Meckel-
Gruber qui présente des reins polykystiques, une polydactylie, une microcéphalie ainsi 
qu’une encéphalocèle et le syndrome de Bardet-Biedl (SBB) qui est caractérisé par une 
malformation rénale, une polydactylie, une rétinite pigmentaire, l’obésité et il est associé à 
l’exencéphalie16. Chez la souris, un des gènes mutés dans le SBB (Bbs4) interagit 
génétiquement avec le gène PCP Vangl247.  
1.7 Prévalence des ATN 
La prévalence des ATN, soit le nombre de cas enregistrés dans une population 
donnée, est différente d’un pays à l’autre à cause de leur étiologie complexe impliquant des 
facteurs génétiques et environnementaux. Les conditions socioéconomiques des différents 
milieux influencent la prévalence des ATN; elles seront plus fréquentes dans les milieux 
socioéconomiques faibles48,49. Par exemple, dans les régions rurales au nord de la Chine la 
prévalence est jusqu’à 10 fois plus élevée qu’aux États-Unis50. Ceci pourrait s’expliquer en 
partie par un taux de survie après la naissance plus faible et le manque de supplément 
d’acide folique en vue de la conception dans ces régions rurales. De façon générale, la 
prévalence des ATN est de 1-2 enfants sur 1000 naissances. Au Canada, elle est plutôt de 1 
enfant pour 1000 naissances51. Les pays où la fréquence des ATN est le plus élevée sont le 









L’étiologie des ATN est complexe et multifactorielle impliquant des facteurs 
génétiques et des facteurs environnementaux52.  
1.8.1 Facteurs environnementaux 
Les facteurs environnementaux sont des facteurs externes présents dans 
l’environnement de l’embryon et donc via la mère. Le plus important facteur 
environnemental identifié à ce jour est l’acide folique (ou vitamine B9)53, qui lorsque pris 
dans la période péri   conceptuelle il peut diminuer le risque de présenter une ATN de 50 à 
70%54. La prise de ce supplément peut se faire de façon médicamenteuse à l’aide d’un 
comprimé comprenant la dose recommandée par jour de 0,4 mg ou dans les pays 
d’Amérique du Nord comme le Canada et les États-Unis elle se fait dans la diète51. Depuis 
2004 Santé Canada oblige les producteurs de blé d’enrichir leur farine d’acide folique55, les 
pâtes contiennent 0,20 à 0,27 mg d’acide folique pour 100 g, la farine en contient 0,15 mg 
pour 100 g51. 
 Une étude a montré que les femmes, ayant donné naissance à un enfant avec une 
ATN, présentent 75% des autoanticorps au récepteur des folates, comparativement à 10% 
chez les mères ayant donné naissance à un enfant sans ATN. Cela suggère une implication 
du mécanisme des folates dans les ATN56. Le folate est une vitamine soluble qui lorsque 
déprotoné forme l’acide folique. Ce dernier est converti en tétrahydrofolate (THF) via deux 
réactions de réduction puis transformé en 5-méthyltétrahydrofolate (5-MeTHF) suite à une 
méthylation. Le 5-MeTHF est la forme qui est retrouvée dans le sang et qui agit comme 
transporteur (accepteur ou donneur) de méthyles. Il reçoit ces groupes méthyles des acides 
aminés tels que l’histidine, la sérine ou la glycine et il les transfère aux purines (adénine et 
guanine). L’ADN, les protéines ainsi que les lipides sont méthylés. La méthylation de 
l’ADN réduit l’expression des gènes, la méthylation des lipides forme des acides gras 




l’activité de la protéine54. Le 5-MeTHF est aussi nécessaire pour produire la méthionine, 
son groupement méthyle est transféré à l’homocystéine par la vitamine B1257.  
De nombreuses études ont été conduites pour mieux comprendre les mécanismes 
par lesquels l’acide folique protège contre les ATN. Une étude s’est penchée sur le rôle de 
l’homocystéine dans le développement des ATN et a montré que la dérégulation du cycle 
de l’homocystéine chez la femme est un facteur de risque pour concevoir un embryon avec 
une ATN58. Une étude chez la souris mutante curly tail (ct), où 30% des hétérozygotes 
présentent une ATN ouverte et 30% ont une anomalie au niveau de la queue, s’est 
intéressée au rôle de la supplémentation de la méthionine dans la neurulation59. Les 
investigateurs ont trouvé qu’une supplémentation de 180 mg par kilogramme de méthionine 
réduit de 47% l’incidence des ATN chez les mutants hétérozygotes. 
 Sachant qu’environ 70% des ATN pouvaient être prévenues par la prise d’acide 
folique, un groupe de recherche s’est intéressé au 30% qui est dit résistant à l’acide folique. 
En utilisant la souris ct (qui est un modèle résistant aux ATN) ces chercheurs ont étudié 
l’effet de la prise de la vitamine inositol sur l’incidence des ATN chez ses souris. L’inositol 
est une vitamine qui stimule le cycle des lipides via la protéine kinase C (PKC) et qui 
modifie l’expression du récepteur β de l’acide rétinoïque principalement dans la section 
caudale du tube neural. Ils ont conclu que la prise d’inositol combinée à la prise d’acide 
folique pouvait prévenir la grande majorité des ATN60. Étant donné que l’inositol modifie 
l’expression d’un récepteur de l’acide rétinoïque (AR), une étude a vérifié l’implication de 
l’AR dans les ATN avec le mutant ct. Lorsque l’AR est administré de façon préventive, 
celui-ci a un effet spécifique dans la prévention des ATN61. Cependant, s’il est administré 
après le début de la grossesse il peut augmenter la prévalence des ATN62. Les mécanismes 
par lesquels l’acide folique, la méthionine, l’inositol ou l’AR protège contre les ATN 
restent largement inconnus.  
D’autres facteurs environnementaux impliqués dans l’étiologie des ATN incluent 
l’acide valporique, l’obésité maternelle, la cigarette et l’alcool. Chez les embryons de 




L’acide folique peut contrer les effets tératogènes de l’AVP, ce qui reste consistant avec les 
études précédentes qui ont montré les effets préventifs de l’acide folique63. Une étude en 
Californie a montré que l’obésité maternelle chez les femmes enceintes augmente le risque 
des ATN de 1,5 à 3,5 fois plus qu’une mère avec un poids relatif à son indice de masse 
corporelle52,64. La cigarette et l’alcool ont aussi des effets néfastes sur l’incidence des 
ATN. Une étude au Texas avec des patientes Américaines et Mexicaines entre 1995 et 2000 
a montré que les femmes qui fument ou qui sont exposées à la fumée secondaire ont 
développé plus d’ATN que les femmes qui ne sont pas en contact avec la cigarette65. 
L’alcool consommé durant la grossesse augmente aussi la prévalence des ATN66.  
1.8.2 Facteurs génétiques 
Plusieurs preuves suggèrent une composante génétique aux ATN. L’association des 
ATN avec des maladies génétiques telles que la trisomie 13 ou 18 ou des différents 
syndromes génétiques tels que Meckel-Gruber, Bardet-Biedl et Von Voss Cherstvoy 
suggère fortement que les ATN ont une composante génétique13. Le risque de développer 
une ATN est de 2 à 5 % plus élevé après une deuxième grossesse des mêmes parents, soit 
50 % plus que dans la population générale67. Des antécédents familiaux ont été rapportés 
chez près de 8,5 % d’un groupe de familles étudiées. Chez ces familles on retrouve peu de 
parents-enfants directement affectés, mais les générations des grands-parents ou les arrières 
grands-parents présentent des ATN68. Ceci indique que les ATN sont héréditaires. 
L’héritabilité des ATN est estimée à 60 % et elle implique plusieurs gènes en même 
temps10,69. Plusieurs gènes dans différentes voies de signalisation sont prédisposant aux 
ATN mais le nombre, l’identité et la contribution de ces gènes restent toujours inconnus13. 
Les études génétiques des ATN humaines sont orientées vers deux axes : les gènes 
impliqués dans le métabolisme des folates et les gènes homologues et/ou orthologues ayant 




1.8.2.1 Études des gènes impliqués dans le métabolisme des folates 
Bien qu’il soit connu et accepté depuis longtemps que le métabolisme des folates 
via la supplémentation par l’acide folique diminue les risques de développer une ATN, 
aucun patient avec une mutation faux sens causant une perte de fonction dans une protéine 
de cette voie n’a été répertoriée à ce jour. De plus, la souris mutante knockout pour l’allèle 
du gène 5,10-méthylène-tétrahydrofolate réductase (MTHFR) présente un niveau 
d’homocystéine élevé, mais elle ne développe pas d’ATN et ce même en conditions de 
carence en acide folique70. Ce gène représente pourtant un excellent candidat, car il est 
responsable de la reméthylation de l’homocystéine, une étape limitante du cycle des folates. 
Un polymorphisme nucléotidique (single-nucleotide polymorphism – SNP) a été répertorié 
dans le gène MTHFR, c.677C>T, et a été associé à un risque élevé de développer une ATN 
dans certaines populations (la population hispanique ne semble pas affectée10)71. Ce SNP 
est aussi associé à une forte concentration d’homocystéine dans le plasma, une faible 
concentration d’acide folique dans le plasma ainsi qu’une baisse de l’activité de MTHFR71. 
Un autre SNP, c.1298A>C a été identifié dans le même gène et est aussi associé à une 
baisse de l’activité de MTHFR et un risque plus élevé des ATN72,73. Deux autres SNPs ont 
été associés aux ATN dans des gènes impliqués dans le métabolisme des folates soit 
c.2756A>G dans le gène méthionine synthase74 (enzyme qui catalyse la réaction de 
transfert du groupement méthyle du 5-MeTHF à l’homocystéine générant la méthionine et 
le THF) et c.66A>G dans le gène méthionine synthétase réductase75 (enzyme dépendante 
du NADPH pour activer la méthionine synthase). Les études avec des souris transgéniques 
knockouts (total ou partiel) pour ces deux gènes respectifs n’ont pas permis de les associer 
aux ATN76,77. Une étude d’association a permis d’identifier des SNPs dans plus de 45 gènes 
impliqués dans le cycle des folates aux ATN mais aucune mutation faux sens perte de 




1.8.2.2 Étude des gènes ayant des homologues et/ou orthologues chez des souris 
mutantes 
À ce jour, plus de 240 souris mutantes ont été répertoriées avec un phénotype des 
ATN79. Plusieurs voies de signalisation cellulaire ont été identifiées comme les voies 
défectives chez ses souris modèles incluant la voie de la PCP, la signalisation de Sonic 
hedgehog (Shh), les protéines morphogénétiques osseuses (BMP) ainsi que la voie de 
signalisation Notch. De plus, des gènes du cytosquelette, du cycle de l’apoptose, du cycle 
cellulaire, et des gènes contrôlant la différenciation neuronale et impliqués dans les 
jonctions cellulaires ont aussi été identifiés chez la souris modèle. Les gènes homologues 
et/ou orthologues de ces gènes mutés chez la souris modèle étaient investigués chez les 
ATN humaines. Ces études seront présentées plus en détail dans la section 1.10. Ces études 
de gènes candidats ont eu un succès limité et aucun gène majeur prédisposant aux ATN n’a 
été identifié à ce jour.  
1.9 La signalisation Wnt/Frizzled 
Les travaux ayant permis d’identifier la signalisation Wnt ont eu lieu vers la fin des 
années 1980. La principale découverte se fut lors de l’observation de l’homologie entre le 
gène wingless (wg) de Drosophila Melanogaster et le gène Int1 de la souris, connu pour 
être un oncogène80,81. Le nom Wnt est alors venu de la combinaison entre « wg » et 
« int1 ». L’interaction des protéines Wnt avec ses différents récepteurs membranaires 
permet à la cellule d’exercer diverses réponses intracellulaires. Le récepteur commun aux 
différentes voies de signalisation Wnt est Frizzled (Fz), un récepteur à 7 domaines 
transmembranaires. Trois principales voies de signalisation dépendantes de Wnt/Fz ont été 
identifiées : la voie canonique menant à l’activation de la β-caténine, la voie non canonique 




1.9.1 Les protéines wingless (Wnt) 
Les protéines Wnt sont des lipides modifiés nécessaires pour la signalisation à 
travers les différentes voies82. Chez les mammifères il y a 19 protéines différentes de Wnt 
dans cette famille83. Elles présentent toutes un domaine conservé riche en cystéine et elles 
ont une masse moléculaire d’environs 40 kDa84. La sécrétion des Wnt dans la matrice 
extracellulaire est nécessaire pour la signalisation des différentes voies. Après avoir été 
palmitoylées via Porcupine dans le réticulum endoplasmique, ces protéines ont besoin de 
l’action de deux autres protéines pour leur sécrétion; wntless (wls) et evenness interrupted 
(evi) 85,86. Les protéines Wnt sont aussi connues pour agir en tant que morphogène durant la 
gastrulation chez les mammifères87.  
1.9.2 La voie canonique Wnt/β-caténine 
La voie de signalisation canonique Wnt/β-caténine mène à la libération de la β-
caténine et à l’activation des divers gènes cibles. Elle est requise pour divers processus tel 
que l’activation des cellules souches, la prolifération cellulaire, l’expansion des tissus, la 
différenciation des cellules postmitotiques et la définition de l’axe embryonnaire 
dorsoventral chez les mammifères ainsi que plusieurs processus lors du développement88.  
1.9.2.1 Membres régulateurs de la signalisation Wnt/β-caténine 
Pour signaler dans la cellule et activer la β-caténine, les Wnt doivent former un 
complexe avec Frizzled (Fz) et un des membres de la famille LRP. L’interaction directe et 
simultanée entre ces trois facteurs n’a pas été formellement démontrée, mais lorsqu’un 
manque, il n’y a pas de signalisation89. Le récepteur Fz contient 7 domaines 
transmembranaires ainsi qu’un domaine extracellulaire en N-terminal riche en cystéine 
(CRD – cystéine-rich domain) pour la liaison avec les Wnt90. Chez l’humain, 10 protéines 
Frizzled ont été identifiées91. Le membre de la famille LRP est Arrow chez la Drosophile et 
Low Density Lipoprotein-recepteur related Protein (LRP5/6) chez les vertébrés. Il contient 
un domaine transmembranaire et 4 domaines EGF-like extracellulaires nécessaires pour la 




Plusieurs modulateurs ont été identifiés pour interagir et réguler la voie canonique. 
Les RYK sont des récepteurs tyrosine kinase (RTK) à un domaine transmembranaire et qui 
sont connus pour être un récepteur des Wn. Les RYKs permettent de signaler en liant Fz et 
Dishevelled. Un autre RTK, soit Ror2, influence la liaison des Wnt à Fz en liant le 
domaine CRD de Fz89,94. Norrin est un ligand qui lie avec grande affinité Fz4 et LRP5 et 
qui permet l’activation de la voie canonique95. Les facteurs R-spondin sont des 
trobospondines qui peuvent interagir physiquement avec les domaines extracellulaires de 
LRP6 et Fz8 et activer la voie canonique96. Les protéines Dickkopf (Dkk) sont des ligands 
qui inhibent la voie canonique en liant directement LRP5/697. Les protéines sécrétées 
reliées à Frizzled (SFRP - secreted Frizzled-Related Proteins) sont des protéines 
inhibitrices de la voie canonique en liant le domaine CRD de Fz98. SOST est une protéine 
sécrétée qui lie LRP6/5 et qui antagonise la signalisation Wnt/β-caténine99. Kremen (Krm) 
est une protéine transmembranaire qui est connue pour lier Dkk1 et ainsi inhiber la voie de 
signalisation100.  
1.9.2.2 Mécanisme de signalisation de la voie Wnt/β-caténine 
Suite à la formation du complexe Wnt-Fz-LRP5/6, Fz interagit physiquement avec 
Dishevelled (Dsh/Dvl) pour ensuite mener à sa phosphorylation. Simultanément le 
corécepteur LRP5/6 recrute Axin à la membrane via ses cinq motifs de phosphorylation 
PPP(S/T)P dans le domaine cytoplasmique101. Cela permet à la glycogène synthase kinase 
3-β (GSK3β) de phosphoryler les motifs de phosphorylation PPP(S/T)P de LRP5/6 pendant 
que Casein kinase-I-γ (CK1γ) phosphoryle les motifs près des sites de GSK3β. Ces deux 
kinases sont requises pour permettre la signalisation. Suite à cela, Dsh et Axin peuvent 
hétérodimériser ensemble et permettre l’activation de la voie en aval (figure 5b).  
Le complexe de destruction de la β-caténine est actif en absence des ligands Wnt. 
Formé par Axin, GSK3, CK1γ et APC,  il séquestre la β-caténine et empêche l’activation de 
ses gènes cibles. Des études ont montré l’importance de l’APC dans le complexe de 
destruction ainsi qu’une interaction directe avec β-caténine et Axin mais son activité 




rôle de phosphoryler la β-caténine sur ses domaines conservés Ser/Thr en N-terminal. La β-
caténine phosphorylée est reconnue par la protéine β-TrCP, soit une composante du 
complexe E3 de l’ubiquitine. Elle se retrouve alors ubiquitinée et dégradée dans le 
protéasome89,102. Dans le noyau, Groucho lie le T cell factor (TCF) ce qui inhibe la 
transcription des gènes cibles de Wnt103 (figure 5a).    
En présence des ligands Wnt, le complexe de destruction se dissocie de la β-
caténine cytoplasmique. Cela permet à Axin, GSK3 et CK1γ de se retrouver à la membrane 
et de laisser la β-caténine libre dans le cytoplasme. Une étude plus récente affirme que le 
complexe de destruction entier en plus de Dsh ira lier Fz/LRP5/6 à la membrane104. Cela 
aura pour effet de libérer et d’accumuler la β-caténine dans le cytoplasme et d’entrer dans 
le noyau. Le mécanisme par lequel la β-caténine passe du cytoplasme au noyau est encore 
inconnu, mais il semblerait qu’un réseau de microtubules et de transport actif soit 
impliqué105. Dans le noyau, la β-caténine lie le facteur de transcription TCF/Lef-1 et le 
motif consensus reconnu par TCF dans l’ADN AGATCAAAGG (motif utilisé en tant que 
reporteur tel que lors de pTOPflash106)107. Deux autres protéines, Bcl9 et Pygopus, ont été 
identifiées pour lier le N-terminal de β-caténine dans le noyau108,109. Des études chez la 
souris ont montré que ces deux facteurs sont essentiels pour l’activation des gènes 
cibles110,111. Le C-terminal de la β-caténine agit en tant que domaine d’activation et elle 
peut lier différents modificateurs d’histone82. De cette façon, plus de 150 gènes cibles de la 
voie canonique (Axin2, Wnt3a, Dkk1, …), BMP4, FGF18/20, C-JUN, Nkx2.2 et plusieurs 
autres, peuvent être activés (figure 5b)112.  
1.9.2.3 Maladies humaines associées avec des mutations chez des gènes dans la voie 
Wnt/β-caténine 
Sachant que la première découverte face à la voie de signalisation Wnt/β-caténine a 
été l’identification de l’oncogène Int1 chez la souris81, il n’est pas surprenant de voir que 
des défauts dans cette voie sont associés au cancer. Une mutation dans le gène ACP a  
d’abord été associée génétiquement à un cancer héréditaire du colon. Les patients qui ont 




allèles mutés développent plusieurs cancers colorectaux sporadiques113. Des mutations 
affectant la fonction de ACP empêchent la bonne stabilisation de la β-caténine donc une 
suractivation de la voie. Des patients présentant un transgène oncogénique de la β-caténine 
développent une tumeur des follicules des cheveux114. Une étude plus récente a montré 
que la leucémie pouvait être associée à une dérégulation dans la voie Wnt/β-caténine mais 
aucune mutation dans un gène de la voie n’a été associée à cette maladie115.  
 
Figure 5. Mécanisme de la voie de signalisation Wnt/β-caténine. A) Lorsque la voie est inactive, 
un complexe protéique séquestre la β-caténine dans le cytoplasme pour ensuite la dégrader dans le 
protéasome. Les gènes cibles ne sont pas transcrits. B) Lorsque la voie est active en présence des 
ligands Wnt, le complexe protéique est recruté à la membrane et libère la β-caténine qui peut aller 
activer la transcription de gènes dans le noyau.  
Des anomalies dans la voie canonique sont aussi responsables de maladies associées 
à la régénération cellulaire dans divers tissus. L’épithélium responsable de l’absorption 











































crypte est une glande exocrine retrouvée dans l’intestin nécessaire pour la sécrétion 
d’enzymes. Chez des souris mutantes manquant Tcf4, l’épithélium semble intact, mais la 
crypte est absente116. Aussi, l’inhibition de Dkk-1 chez la souris induit la perte de la 
crypte88. Il semble y avoir évidence de l’implication de cette voie de signalisation dans la 
régénération de l’intestin. Les follicules des cheveux enferment des cellules multipotentes 
épidermiques dans le fond de leur cavité, qui servent à régénérer les cheveux. La voie 
canonique est essentielle pour l’établissement des follicules des cheveux. La souris ayant 
une mutation dans Lef1 présente seulement quelques follicules de cheveux117. La β-
caténine et Lef1 sont aussi nécessaire pour permettre la formation des cheveux. Les cellules 
souches hématopoïétiques sont régulées par la voie canonique, le reporteur Tcf y est actif 
naturellement dans ces cellules. Les ostéoblastes, les cellules nécessaires à la régénération 
des os sont dérégulés chez des patients ayant des mutations de gains de fonction de LRP5. 
Cette observation a été validée chez la souris modèle où les souris knockouts de Lrp5 
montrent une diminution de la prolifération et de la maturation des os118.   
1.9.3 La voie non canonique Wnt/calcium 
1.9.3.1 Mécanisme de signalisation de la voie Wnt/Ca2+ 
En réponse aux ligands Wnt4, Wnt5a ou Wnt11, les cellules signalent par la voie 
Wnt/Ca2+. Suite à l’activation de ces ligands, l’accumulation d’ions calcium par la protéine 
kinase C (PKC) et la protéine kinase II calmoduline-dépendante (CamKII) est enclenchée. 
La spécificité des différentes voies (canonique ou non canonique) est déterminée par les 
corécepteurs impliqués dans la signalisation. LRP5/6 réfèrent à la voie canonique, tandis 
que Knypey (Kny) et Ror2 sont spécifiques à la voie non canonique Wnt/Ca2+. Certaines 
études suggèrent l’implication des protéines G en tant qu’étape intermédiaire dans cette 
voie de signalisation119,120. Suite à la liaison des Wnt, les protéines G seront activées qui à 
leur tour activeront la phospholipase C (PLC). Un mécanisme suggéré veut que la PLC 
active le diacylglycérol (DAG) et la PKC; alternativement la PLC stimulerait l’inositol-




mènera à divers processus cellulaires tels que la différenciation cellulaire lors de la 
gastrulation, la signalisation d’un influx nerveux et la réponse inflammatoire122 (figure 6). 
 
Figure 6. Mécanisme de la voie de signalisation Wnt/Calcium. L’activation de cette voie par les 
Wnt spécifiques mène à une accumulation de calcium intracellulaire. 
La voie non canonique Wnt/Ca2+ est essentielle lors du développement, mais elle est 
moins caractérisée et connue que la voie canonique. L’injection de Wnt5a dans la partie 
ventrale chez Xenopus mène à une dorsalisation des embryons123. Cette dorsalisation résulte 
des effets de la voie canonique Wnt/β-caténine. Cependant, Wnt5a interagit via un second 
messager, le Ca2+ produit par le phosphatidilinositol124. De plus, la voie non canonique 
Wnt/Ca2+ est aussi requise pour le mécanisme de convergence et extension (CE) chez le 
poisson zébré125. Chez des patients qui développent certains cancers associés à un gain de 
fonction de la voie Wnt/β-caténine, la voie Wnt/Ca2+ est identifiée pour être régulée à la 
baisse126. Un rôle plus important de la voie Wnt/Ca2+ est lors de la réponse inflammatoire. 
Dans les macrophages, les différents Wnt vont activer la voie et mener à une accumulation 





















cibles aux cytokines. Ces cytokines iront stimuler les cellules T à produire les facteurs 
nécessaires pour la réponse inflammatoire127. Finalement, la voie Wnt/Ca2+ est nécessaire 
pour la signalisation des neurones et une dérégulation de cette voie est associée à la 
neurodégénération. Les effets morphogènes de Wnt dans un tissu déterminent les circuits 
neuronaux qui seront formés. De plus, les ions calcium sont des seconds messagers 
permettant aux axons de s’orienter dans la bonne direction et de former les bonnes 
connections127-129.  
1.9.4 La voie non canonique de la polarité cellulaire planaire (PCP)  
La voie non canonique Wnt/PCP est une autre voie dépendante de Wnt et Fz 
indépendamment de la β-caténine et qui mène à la réorganisation du cytosquelette dans la 
cellule polarisée.  
1.9.4.1 Les gènes centraux de la voie PCP chez Drosophila Melanogaster 
La voie PCP a d’abord été identifiée chez Drosophila Melanogaster dans 
l’orientation des cils des ailes des mouches, dans l’orientation des poils sensitifs et dans 
l’orientation de plus de 700-800 ommatidies dans les yeux. De nouveaux facteurs seront 
nécessaires pour signaler dans cette voie tels que Flamingo (fmi), Diego (dgo),  Van 
gogh/strabismus (Vangl/stbm), Prickle/Spiny legs (Pk/Sple), Fat (ft), Dachsous (ds) et 
Four jointed (fj). Sous l’effet des différents Wnt spécifiques à la voie non canonique tels 
que Wnt5a, Wnt7 et Wnt11, ces protéines s’organisent et interagissent dans le but de créer 
une polarité cellulaire qui est propagée dans le plan d’un épithélium130-133.   
1.9.4.2 Le mécanisme de la voie PCP 
Les membres essentiels de la PCP (figure 7a). Un des ligands Wnt spécifiques à la 
voie non canonique PCP lie le récepteur Fz ce qui a pour effet de recruter Dsh. Dsh a trois 
domaines d’interaction bien conservés à travers les espèces et ces domaines sont importants 
pour la signalisation à travers les diverses voies. Le domaine DIX, nécessaire pour 




domaine central PDZ est important pour signaler dans les différentes voies et a un rôle 
régulateur en contrôlant sa stabilité, sa localisation et la formation de sa structure 
tertiaire135. Le domaine DEP à un rôle important pour la signalisation Wnt/PCP et un rôle 
inconnu pour la signalisation Wnt/β-caténine135. La phosphorylation de Dsh est aussi 
requise pour déterminer sa localisation cellulaire (lorsque phosphorylé il se retrouve à la 
membrane)136. La signalisation via Wnt/PCP nécessite une localisation asymétrique de Fz 
dans la cellule. Fz est distribué en plus grande concentration dans les membranes du côté 
distale en recrutant Dsh avec lui à la membrane136,137. Fmi, un récepteur à 7 domaines 
transmembranaires de la famille des cadhérines est un facteur nécessaire pour la polarité 
cellulaire et pour l’asymétrie de Fz/Dsh. Sous l’action de Fz, Fmi est relocalisé aux bords 
des cellules proximales et distales138. À l’autre pôle de la cellule de Fz/Dsh, soit à 
l’extrémité proximale, on retrouve la protéine à 4 domaines transmembranaires Stbm. Ce 
sont les protéines Vangl2 et de Fz3 qui sont reconnues pour signaler dans la voie PCP.139 
Lorsqu’actif, Stbm recrute directement à la membrane proximale Dsh par son domaine 
cytoplasmique PDZ et la protéine cytoplasmique Pk135. Pk a 3 domaines LIM pour la 
liaison aux ions de zinc et à d’autres protéines et 1 domaine PET pour l’interaction avec 
d’autres protéines140. La protéine à domaines d’ankyrine Dgo est ensuite recrutée par Pk141. 
Le rôle de Pk est de créer une boucle d’auto amplification négative en repoussant Fz/Dsh. 
En absence de Pk, Fz/Dsh se retrouvent distribués symétriquement142,143.  
Le module global de la PCP (figure 7b). L’asymétrie qui vient d’être créée aux abords des 
pôles proximaux et distaux dans la cellule se communique aux autres cellules à proximité 
dans l’environnement et permet aux autres cellules de se polariser dans la même 
orientation. Cependant, pour en arriver à une telle polarisation, d’autres effecteurs sont 
requis, incluant les facteurs de la voie Fat (Fat (Ft), Dachsous (Ds) et Four jointed 
(Fj))144,145. Une étude avec des mutants de Ft, Ds et Fj chez la Drosophile montre que les 
cellules sont capables de se polariser elles-mêmes et entre elles, mais qu’elles ne s’alignent 
pas dans l’axe des tissus. Leur morphologie globale est affectée146. Des expériences chez la 
Drosophile ont montré que Ft et Ds (aussi membre de la famille des cadhérines) agissent en 




rôle de Ds est de réguler négativement l’activité de Fat en amont de Fmi148. Quant à Fj, il a 
pour but de perturber la liaison crée par Ft-Ds. Il est responsable de la modification post-
traductionnelle de Ft et Ds et est actif dans le golgi137. Il n’est pas encore connu comment 
l’activité de la voie Fat va influencer Fz et la voie PCP145.  
 
Figure 7. Module central et global de la voie Wnt/PCP. a) L’exemple des cellules des ailes de la 
Drosophile est représenté pour illustrer le module central de la voie PCP et en b) le module global 
ainsi que les effecteurs de la voie PCP sont illustrés.  
Les effecteurs de la PCP (figure 7b). L’architecture du cytosquelette qui est formé suite à 
l’activation de la voie PCP est régulée par des petites protéines G. Suite à la 
phosphorylation et l’activation de Dsh, il sera en mesure d’activer des petites GTPase 
RhoA et Rac1 via ses domaines DEP et PDZ135,149. Un autre facteur est nécessaire pour 
cette activation, Dishevelled-associated activator of morphogenesis (Daam1) qui lie RhoA 
par son domaine N-terminal et les domaines DEP et PDZ de Dsh avec son domaine PH en 
C-terminal. Il agit en tant que facteur d’échange Rho-GTPase135,150. Ce complexe permet 
l’activation de c-jun (JNK). RhoA est responsable de l’activation de la kinase associée à 
Rho (ROCK). Cela aura finalement pour effet de moduler les microtubules et l’actine et 



















a) Distribution asymétrique du module module centrale de la voie PCP 
dans les ailes de Drosophila Melanogaster 
















1.9.4.3 Les gènes de la voie PCP spécifiques aux vertébrés  
Scribble. Une étude chez la souris a montré que la souris mutante circletail (crc), qui 
présente une insertion d’une paire de bases causant un changement de cadre de lecture dans 
l’ARNm du gène Scrb1, présentait un craniorachischisis, soit une forme sévère d’ATN. De 
plus, la mutante Crc interagit génétiquement et physiquement avec un autre gène de la voie 
PCP, Vangl2. L’identification du gène Scrb1 chez Crc a permis de valider son implication 
dans la voie PCP152.  
Protein tyrosine kinase 7. La mutante amorphe générée par capture de gènes (gene trap) de 
Ptk7 mène à un craniorachischisis ainsi qu’une désorganisation des cils de la cochlée dans 
l’oreille interne (un autre processus régulé par la voie PCP discuté plus tard dans la Section 
1.9.4.4.2). Cette mutante interagit génétiquement avec Vangl2Lp suggérant l’implication de 
Ptk7 dans la voie PCP153. Une autre mutante, chuzhoi (chz), générée par l’agent mutagène 
ENU, présente aussi un craniorachischisis. Cette mutante est porteuse d’une mutation 
affectant le site d’épissage du gène Ptk7. De plus, le mutant chz interagit génétiquement 
avec Vangl2Lp et Celsr1Crsh ce qui suggère fortement que le gène muté chez chz est 
impliqué dans la voie PCP154.  
Les gènes Wnt. Des études faites chez les vertébrés telles que le poisson zébré Danio et la 
grenouille Xenopus ont montré que certains Wnt sont requis pour la signalisation via PCP 
contrairement à la Drosophile. L’analyse de la convergence et extension (CE) chez ces 
animaux modèles a été nécessaire pour identifier ces facteurs. La découverte du mutant 
silberbick (sbl) (gène muté Wnt11) chez Danio rerio à été la première à montrer 
l’implication des Wnt dans la voie PCP. Les résultats obtenus avec ce mutant montrent que 
l’intercalation médiolatéral des tissus paraxiales était altérée, reflétant un défaut de la 
CE155.  Avec le mutant pipetail (ppt) (gène muté Wnt5) on observe des défauts de 
formation dans la queue, des cartilages et de la tête156. Quant à Fz7, il a été identifié comme 
étant le récepteur lié par Wnt5/7130. Finalement, Wnt7 qui est le premier Wnt important 




absence de Wnt7, l’orientation des groupes de cils dans les cellules ciliées de la cochlée 
interne de l’oreille est désorientée 157.  
1.9.4.4 PCP dans divers processus cellulaires 
1.9.4.4.1 PCP dans la neurulation 
Tel que discuté plus tôt, un des mécanismes essentiels pour la formation du tube 
neural est la convergence et extension (CE). L’identification de la souris looptail nous a 
fourni beaucoup d’informations sur l’implication de la voie PCP dans le mécanisme de CE. 
La souris Lp a le gène muté Vangl2S464N qui est un gène essentiel de la voie PCP. Les 
mutants hétérozygotes présentent une queue en forme de boucle (loop tail) et les 
homozygotes présentent un craniorachischisis158. Deux autres allèles de Lp, ont été 
identifiés, Vangl2D255E et Vangl2R259L 158,159. Depuis Lp, plusieurs souris mutantes ont été 
identifiées avec des mutations des gènes de la voie PCP confirmant l’implication de la voie 
PCP dans la neurulation36.  
1.9.4.4.2 PCP dans d’autres processus cellulaires 
Un autre processus cellulaire spécifique aux vertébrés et qui est contrôlé par la voie 
PCP est l’orientation des cils des cellules ciliées de l’oreille interne sensorielle dans 
l’organe de Corti de la cochlée. Chez les souris normales, quatre rangées de cellules, 
notamment une rangée de cellules ciliées internes et trois rangées de cellules ciliées 
externes, forment l’organe de Corti dans la cochlée. L’organe de Corti comporte trois 
parties, soit l’apex situé vers l’intérieur, le milieu et la base vers l’extérieur. Les cellules de 
ces couches ont des cils en forme de « V » qui pointent tous vers l’extérieur de la cochlée 
dans la même orientation. Chez les souris mutantes de la voie PCP, le cil en forme de « V » 
est désorienté selon l’axe. Lorsque l’angle est désorienté de plus ou moins 30° par rapport à 
l’axe de référence on le considère comme affecté. De façon générale, lorsqu’il y a une 
désorganisation des cils, les cellules de la 3e rangée de cellules ciliées externes dans l’apex 




La PCP est requise pour le développement du cerveau. En effet, elle est nécessaire 
pour la migration des neurones ainsi que pour la guidance axonale. Les neurones des 
poissons zébrés mutants pour Fmi2 et Fz3 n’arrivent pas à migrer correctement à travers les 
différentes couches du cortex162. Chez la souris, Dvl1 inhibe la voie PCP en 
hyperphosphorylant Fz3 (préviens son internalisation) et ces effets sont antagonisés par 
Vangl2. Vangl2 est localisé aux extrémités des axones dans les cônes de croissance et la 
perturbation de la voie PCP empêche la formation des cônes de croissance163. La formation 
des cônes de croissance est aussi altérée chez la mutante de Celrs3164. De plus, la souris 
mutante amorphe de Fz3 présente des défauts de guidance axonale dans le 
prosencéphale165. Dans la guidance axonale, les axons vont s’élonger en suivant les 
chimioattractants dans leur milieu et ainsi migrer en suivant la polarité apicobasale 
(déterminée en partie par les protéines Par2, Par3 et aPKC)144. Cependant, des études plus 
récentes ont montré que des protéines de la voie PCP interagissent avec les protéines PARs 
pour établir la polarité apicobasale et ainsi influencer la guidance axonale166,167.  
Chez le poisson zébré, la division cellulaire est orientée vers l’axe animale végétale 
durant la gastrulation. Une étude a montré que la stabilité de la voie PCP est requise pour 
orienter le fuseau mitotique dans la bonne orientation pour permettre la division cellulaire 
de façon adéquate168.  
1.10 Modèle animal pour étudier les ATN 
1.10.1 Introduction de la souris modèle pour les ATN 
1.10.1.1 La génétique de la souris modèle mus musculus 
La souris mus musculus est un modèle animal ayant une génétique semblable à celle 
de l’humain et souvent utilisée en recherche pour étudier des maladies génétiques. De plus, 
le développement, principalement durant la gastrulation, est semblable entre les deux 
organismes169,170. Un total de 85 % des régions codantes entre le génome de la souris et de 




organismes171. Durant la dernière décennie, plus de 240 souris modèles ont été identifiées 
pour étudier les ATN79. En effet, la souris est un excellent modèle afin d’identifier des 
gènes clés dans la formation du tube neural et qui jouent un rôle important dans le 
développement des ATN.  
1.10.2 La souris en tant que modèle pour étudier les ATN 
En 2010, 240 souris modèles pour étudier les ATN ont été répertoriées79. De ce 
nombre, il y en a 205 qui ont permis d’identifier de nouveaux gènes essentiels pour la 
formation du tube neural. Ces souris modèles ont impliqué plusieurs voies de signalisation 
et différents processus cellulaires tels que la polarité cellulaire, l’apoptose, l’adhésion 
cellulaire, des modulateurs de la transcription et de la chromatine dans l’embryogenèse du 
tube neural36. De toutes les souris recensées en 2007 par Harris, seulement 20% avaient 
plus d’un type d’ATN, 70% présente une spina bifida aperta, 5% ont une exencéphalie et 
5% ont un craniorachischisis36. De façon générale, chaque souris mutante présente une 
ATN spécifique pour une des régions du tube neural, mais quelques-unes peuvent être 
affectées par plusieurs types d’ATN. C’est en effet ce qui se produit avec les mutants de 
Lrp6 où le mutant amorphe mène à 50% d’exencéphalie et de spina bifida, le mutant 
hypermorphe présente seulement des exencéphalies et le mutant hypomorphe présente 
seulement un spina bifida 172-174.  
1.10.2.1 La queue, le prolongement du tube neural 
Chez plusieurs souris mutantes affectées par une ATN, les anomalies au niveau de 
la queue y sont associées. En effet, la partie caudale du tube neural chez les mammifères 
donnera lieu à une structure appelée bourgeon caudal et particulièrement chez la souris il 
donnera lieu à la queue. Le bourgeon caudal formera une masse de cellules indifférenciées 
d’où les sections lombosacrées du corps se formeront plus tard. Il est connu depuis 
longtemps que la morphogenèse de la queue est un processus en continuation avec la 
gastrulation175. De plus, une étude a confirmé cette hypothèse en montrant que la formation 




la formation de la queue chez la souris à partir du bourgeon caudal est une étape qui 
survient durant la neurulation secondaire19. Sachant que la formation de la queue est un 
processus étroitement relié à la formation du tube neural, une souris présentant des 
anomalies au niveau de la queue peut être plus susceptible de développer une ATN17. 
L’étude de plusieurs mutantes reliées aux ATN dans les dernières années est venue 
confirmer cette hypothèse. Par exemple, le mutant Lp hétérozygote développe une queue en 
forme de boucle et le mutant homozygote développe une forme sévère d’ATN 
(craniorachischisis)158. Les études de plusieurs autres mutantes (Axd, Grhl3, Cd, Xrcc2, 
Crc, etc) ont confirmé l’héritage oligogénique de la queue en forme de boucle36. 
Cependant, il est important de noter qu’une mutante qui présente des défauts à la queue ne 
signifie pas absolument qu’elle développera une ATN. Le bourgeon caudal est aussi 
responsable de la formation de somites, qui sont indépendants du tube neural. L’étude du 
mutant vertigial tail (vt) a montré que Wnt3a, important pour la somitogenèse, est 
responsable de la malformation présente à la queue177.   
1.10.2.2 L’effet du fond génétique sur les ATN 
Le fond génétique d’une souris peut affecter sa pénétrance178. De façon générale, la 
pénétrance des ATN est plus élevée sur le fond génétique 129S6/SvEv que sur C57Bl/6. 
Une mutante, Cecr2, a une pénétrance élevée sur ces deux fonds génétiques mais la 
pénétrance est nulle sur un fond FVB179.  Il y a aussi quelques exceptions où la pénétrance 
est plus élevée sur le fond génétique C57Bl/6 que 129S6/SvEv, soit les mutantes Fpn1 et 
Tgif1180,181. Il y existe des mutantes qui, sur un fond génétique, vont mener à des ATN 
craniales, et sur un autre fond génétique mèneront à des ATN caudales79. De ces 
expériences, il est évident que les différents fonds génétiques ont une influence sur la 
pénétrance et le type d’ATN présent.  
1.10.2.3 La souris curly tail (ct) 
La souris curly tail (ct) à été la première souris mutante à être associée aux ATN en 




homozygotes ont une pénétrance incomplète, 3 % ont une exencéphalie, 12 % ont un spina 
bifida aperta et 50 % ont une queue en forme de boucle. La souris ct est un modèle résistant 
à la supplémentation en acide folique. Elle a permis d’établir que la prise d’inositol pouvait 
diminuer la prévalence de développer une ATN chez les ~30 % de patients humains qui 
sont résistants à l’acide folique 183. La mutation de ct a été identifiée en position distale du 
chromosome 4 et le gène Grhl3 fut identifié muté chez ct184,185. Les souris mutantes nulles 
Grhl3-/- ont une pénétrance complète et les embryons développent tous un spina bifida et 
une queue en forme de boucle et 2 % ont une exencéphalie en plus184. Les études de ces 
mutantes ont permis de comprendre qu’un défaut de prolifération cellulaire était à l’origine 
de leurs ATN. Ces études ont aussi mis en évidence l’héritage multifactoriel des ATN et la 
génération de doubles hétérozygotes avec soit Lp ou Sp (gène muté : Pax3) à mis en 
évidence que plusieurs voies régulent la fermeture du tube neurale et que ces gènes agissent 
en synergie dans le développement des ATN186.  
1.10.2.4   Les études des souris mutantes pour des gènes liés à divers mécanismes 
cellulaires 
Près d’une vingtaine de souris mutantes avec des gènes reliés au mécanisme de 
l’apoptose ont été identifiées chez des souris présentant des ATN. De ces mutants on note 
des gènes tels que Traf4/6, Mapk8/9, Caspase3/9 et Apaf1, tous fortement impliqués dans 
le mécanisme de l’apoptose187-190. Chez ces mutants, les ATN développés seraient reliés à 
un manque d’apoptose, mais chez deux autres (Mapk3k4 et Bcl10) les ATN sont associés à 
une trop grande activité apoptotique. Ces mutantes ont principalement été importantes pour 
comprendre les ATN craniales, car ils présentent presque tous des exencéphalies. Les 
facteurs épigénétiques tels que la méthylation et le remodelage de la chromatine sont des 
facteurs sous l’influence de l’environnement et susceptibles d’être modifiés selon la diète 
de la mère (supplémentation en acide folique par exemple)191. Des mutantes impliquant des 
gènes dans les modifications épigénétiques telles que la production de méthylation de novo 
(Dnmt3b)192, des déacétylases d’histones (Crebbp/p300)193 ou encore des modificateurs de 




oublier la souris ct (Grhl3) dont le gène muté est un facteur de transcription184. L’actine et 
ses protéines régulatrices sont requises pour une bonne organisation du cytosquelette dans 
la cellule. L’étude des gènes reliés à l’actine a permis de connaitre son importance durant la 
formation du tube neural et plus précisément pour l’élévation des plis neuraux194. D’autres 
mutantes ont montré l’implication de l’actine dans les membranes des cellules, pas 
seulement dans le cytosquelette195. Les mutantes ayant des gènes liés à l’actine présentent 
seulement des ATN craniales. Ces mutantes souvent ne survivent même pas plus tard que le 
12e jour embryonnaire. Ces gènes sont de bons candidats pour étudier les ATN craniales 
humaines36.  
1.10.2.5 Les études des souris mutantes pour des gènes liés au mécanisme de la 
polarité planaire 
Les études des gènes de la voie PCP chez la souris mènent principalement à un 
craniorachischisis, soit une forme sévère d’ATN. Ces gènes sont requis pour la 
convergence et extension de la plaque neurale et lorsqu’ils sont absents ou lorsque leur 
fonction est altérée, la plaque neurale est très large empêchant  les plis neuraux de fusionner 
et le tube neural de refermer tout au long de l’axe rostrocaudale. Les mutants spontanés (Lp 
et Crc), les mutants ENU (Scy et Crsh) et les mutants nuls (Ptk7, Dvl2/3,  et Fz3/6) 
présentent tous des craniorachischisis152,154,158,196-198. De plus, les doubles mutants (Lp/Crc 
et Lp/Crsh) présentent aussi un craniorachischisis suggérant une interaction entre ces gènes 
dans la formation des ATN199.  
1.10.3 Étude de gènes homologues et/ou orthologues identifiés 
préalablement chez la souris chez les patients d’ATN 
Étant donnée la grande similarité entre le génome de la souris et de l’humain et le 
processus de neurulation chez ces deux organismes, plusieurs études avec des souris 
mutantes ont par la suite mené à des découvertes d’un rôle important de ces mêmes gènes 




1.10.3.1 Les gènes Vang- like (Vangl) chez l’humain 
Les souris modèles ont mené à la découverte de l’implication de la voie PCP dans 
les ATN humaines. 200,201. Plusieurs études ont montré un rôle important de VANGL1 et 
VANGL2 dans le développement des ATN chez l’humain202-204. La première étude de la 
voie PCP chez les ATN humaines a trois nouvelles mutations faux sens hétérozygotes dans 
VANGL1 dans une cohorte de 137 patients italiens; p.Val239Ile, p.Arg274Gln et 
p.Met328Thr202.  Une de ces mutations, p.Val239Ile affectait l’interaction physique de 
VANGL1, avec les trois membres de la famille Dsh tel que montré par le système de levure 
double hybride202. Le mutant amorphe homozygote généré par capture de gènes Vangl1gt/gt 
se développe normalement mais le double hétérozygote Vangl1gt/+;Vangl2Lp/+ présente des 
craniorachischisis ce qui indique que la perturbation de Vangl1 contribue aux ATN205. Par 
la suite, d’autres mutations pathogéniques dans le gène VANGL1 ont été identifiées dans 
une cohorte de patients plus large203 ainsi que des mutations dans VANGL2204. De plus, les 
mutations dans VANGL1 ont par la suite été identifiées pour affecter la convergence et 
extension chez le poisson zébré206. Ces études, d’abord initiées chez la souris, ont fortement 
démontré l’importance de la voie PCP dans la pathogenèse des ATN chez l’humain.  
1.10.3.2 Les gènes de la voie PCP chez l’humain 
Plusieurs autres études ont montré l’implication des autres gènes de la voie PCP 
dans les ATN humaines. L’analyse de la séquence codante et de la jonction intron exon du 
gène CELSR1 dans une cohorte de 473 patients a identifié une mutation tronquante dans le 
premier exon, une délétion et 13 mutations faux sens. Ces mutations étaient identifiées dans 
2,9 % de la cohorte étudiée207. Cinq autres mutations absentes dans les contrôles ont été 
identifiées dans CELSR1 dans une cohorte de 20 patients ayant un craniorachischisis. Le 
gène SCRIB a été analysé dans cette même cohorte et deux mutations faux sens ont été 
identifiées208. Une de ces mutations, p.Arg1535Gln influence sur la localisation cellulaire 
de Scrib, faisant de sorte qu’elle soit cytoplasmique au lieu d’être localisée à la membrane 
comme chez le type sauvage208. L’analyse d’un autre gène de la voie PCP, PRICKLE1, 




hétérozygotes absentes dans les contrôles. Une de ces mutations, p.Arg682Cys antagonise 
le phénotype de convergence et extension induit par l’ARNm de zPk1 chez Danio Rerio209. 
L’analyse du gène FZ3 et FZ6 dans une cohorte de 473 patients n’a pas démontré 
l’importance du gène FZ3 dans les ATN, mais 5 nouvelles mutations rares (une de novo 
causant un changement de cadre de lecture, trois mutations faux sens et une substitution) 
ont été identifiées dans FZ6 chez des patients atteints d’ATN210. Le gène FUZZY a été 
étudié dans une cohorte de 234 patients italiens ayant une ATN et cinq mutations 
pathogéniques ont été identifiées. Ces mutations perturbent la ciliogenèse et l’orientation 
des cils chez mus musculus211.  
1.10.4 La mutagenèse chez mus musculus  
1.10.4.1 Les agents mutagènes 
Les mutations spontanées surviennent chez tous les organismes à un taux de 5 x 10-6 
par locus et par gamète170. Les agents mutagènes ont été créés dans le but d’introduire des 
mutations ponctuelles de façon aléatoire à un rythme plus rapide que les mutations 
spontanées. En 1951, Mary A. Russell a montré que les rayons X augmentent le taux de 
mutation chez la souris de 20 fois plus que les mutations spontanées. De plus, ils ont 
montré que le taux de mutation est plus grand lorsque la souris subit une seule exposition 
que plusieurs petites expositions à la même dose totale212.  
Les premiers agents chimiques mutagènes découverts n’avaient pas le rendement 
espéré. Des puissants agents mutagènes, chez la drosophile, tels que la procarbazine et 
l’éthylméthane de sulfonate (EMS) ou encore le diethylnitrosamine (DEN), ne donnent pas 
un taux de mutagenèse plus élevé que les rayons X213,214. Le N-methyl-N-nitro-N-nitroso-
guanidine (MNNG), un agent mutagène très efficace chez les bactéries, n’a aucun effet 
chez la souris215. La majorité de ces agents deviennent efficaces après la méiose, donc ils ne 




1.10.4.2 Le supermutagène N-ethyl-N-nitrosuera (ENU) 
Les expériences réalisées en 1979 par Mary A. Russell ont montré que 
l’administration de plusieurs doses de ENU durant quelques semaines augmente le taux de 
mutation entre 160 et 200 fois de plus que les mutations spontanées170,216. Cependant, suite 
à l’injection de l’ENU, les mâles deviennent infertiles pour une période de 3 semaines. 
Ensuite, ils peuvent être mis en croisement avec des femelles.  
Comme la plupart des agents mutagènes décrits plus tôt, le N-ethyl-N-nitrosuera 
(ENU) est un agent d’alkylation, c’est-à-dire que cette molécule va transférer son 
groupement alkyle à une autre molécule, dans ce cas-ci il s’agit des bases azotées de 
l’ADN. ENU peut interagir avec les azotes (N) et des oxygènes (O) des quatre différentes 
paires de bases, soit adénine, thymine, guanine et cytosine et il peut aussi interagir avec les 
groupements phosphate217. L’ajout de ce groupement alkyle créera un mésappariement ou 
une substitution de paire de base218. Les paires de bases les plus sensibles à l’ENU sont les 
groupes A-T (87 %) comparativement aux groupes G-C (13 %). Ces mutations mènent à 64 
% de mutations faux sens, 26 % de défaut d’épissage et 10 % de mutations non-sens218. 
L’induction de mutations ponctuelles par ENU mène à différents types d’allèles, des pertes 
ou gains de fonction, des hypomorphes, des antimorphes et des mutantes embryoniques 
létales (figure  8). L’utilisation des souris ENU est un outil important pour identifier de 
nouveaux gènes impliqués dans les ATN.  
1.10.4.3 Les différents programmes ENU 
Plus de 10 projets de mutagenèse ENU distincts sont répertoriés dans le monde. 
Certains projets se spécialisent dans les troubles des yeux, les troubles du comportement, 
les maladies neurologiques et les problèmes cardiaques. Ils sont situés principalement aux 
États-Unis et on en retrouve un en Chine, un au Japon et en Europe. Un de ces projets est 
celui du Baylor College of Medecine à Houston dans le Texas. Il contient une banque de 
363 souris ayant principalement des troubles du développement ou des mutations sur le 




1.10.5 Stratégies génétiques utilisées dans l’identification des mutations 
induites par le ENU 
Le génome de la souris étant bien connu peut être analysé plus facilement. La 
section suivante a pour but de survoler quelques techniques d’analyse du génome qui sont 
utilisés pour identifier des mutations causées par ENU chez la souris215,218.  
1.10.5.1 Croisements génétiques 
Après avoir identifié un phénotype d’intérêt dans une souris mutante générée par 
ENU, il est d’un grand intérêt de savoir si ce phénotype provient d’un allèle dominant ou 
récessif. Cela peut être rapidement déterminé en réalisant des croisements entre les souris 
mutantes. Suite à un croisement entre deux souris ayant le phénotype d’intérêt, on obtient 
des souris de première génération. Si ces souris présentent le phénotype d’intérêt, on fait 
face à un allèle dominant. On peut aussi détecter si la mutation rend la souris infertile dans 
le cas où elle ne produit pas de nouveau-nés. Dans le cas où on a un allèle récessif, les 
souris de cette première génération n’auront pas le phénotype voulu. En croisant ces souris 
ensemble pour obtenir des souris de deuxième génération on retrouvera le phénotype 
d’intérêt. Il est aussi possible de produire des croisements durant trois générations dans le 
but d’obtenir des pédigrées pour balayer le génome (à l’aide de marqueurs et/ou 
chromosomes balanceurs)218. Les chromosomes balanceurs sont généralement des segments 
dans un chromosome qui sont inversés et générés par mutagenèse. Ils ont pour but de 
conférer un phénotype observable chez les souris afin de faciliter le suivi d’un génotype219. 
1.10.5.2 Approche par gène candidat  
L’approche par gène candidat (Candidate Gene Approach - CGA) consiste à évaluer 
s’il est possible d’associer un gène à une maladie. Cette approche nécessite une bonne 
compréhension de la maladie étudiée ainsi que des mécanismes moléculaires qui sous-
tendent la maladie en question. La principale difficulté est de bien choisir le bon gène à 
étudier. Ensuite, il faut trouver dans ce gène un polymorphisme (une mutation non 




répertorié auparavant et par des prédictions in silico, il doit laisser croire qu’il altère la 
fonction de la protéine. Elle peut mener rapidement à des résultats positifs si le bon gène a 
été choisi dès le début. Finalement, il faut tester le gène candidat et son polymorphisme 
associé par des validations fonctionnelles.  
 
Figure 8. Stratégies génétiques utilisées dans l’identification des mutations causées par l’agent 
mutagène ENU.  
1.10.5.3 Cartographie génétique suivie par un clonage positionnel 
Dans le cas où le phénotype observé est transmis selon un modèle mendélien 
dominant, il est possible de l’identifier rapidement par une étude de liaison. Cette approche 
consiste à cartographier le génome d’un groupe de plusieurs souris avec plusieurs 
marqueurs et trouver une région qui ségrègue ensemble chez les mutantes. Dans le cas où le 
phénotype  est transmis selon un modèle mendélien récessif, il est possible de l’identifier 
par une cartographie homozygote (Homozygocity Mapping – HM) suivie d’un clonage 
positionnel. Avant de réaliser la HM, des rétrocroisements entre les souris sont nécessaires. 
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Ils ont pour but d’insérer un nouveau fond génétique dans la souris mutante étudiée. En 
sélectionnant les souris descendantes afin de conserver le phénotype étudié, on conserve la 
mutation causant le phénotype en réduisant la portion du génome sur le fond génétique 
d’origine (figure 9). Le fonctionnement du rétrocroisement est décrit sur la figure 11. Suite 
à ces rétrocroisements, on peut réaliser la cartographie homozygote. Habituellement, elle se 
fait à l’aide de SNPs homozygotes comme marqueurs mais peut parfois utiliser des 
microsatellites. Elle permet de définir des régions candidates reliées à un phénotype dans le 
génome. Chez l’humain, elle a permis d’identifier, chez des familles consanguines, des 
gènes reliés à des syndromes tels que l’épilepsie et le syndrome de Bardet-Biedl220,221,222. 
 
Figure 9. Exemple de l’apparence du chromosome 1 lors de rétrocroisements. Dans cet 
exemple le ENU a été induit sur une souris de fond génétique C57BL/6 dans le chromosome 1 et les 
rétrocroisements sont réalisés avec une souris de type sauvage de fond génétique 129SvEv.  
Une fois que la région candidate a été définie génétiquement et physiquement, nous 
procédons au clonage positionnel. Les gènes compris dans cette région seront priorisés pour 
des analyses plus détaillées en se basant sur la fonction du gène et, si elle connue, sur son 
patron d’expression ainsi que son implication dans des maladies connues219. Sous 
l’hypothèse que la mutation causant la maladie est codante, les régions codantes ainsi que 
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les jonctions exon/intron des gènes candidats seront séquencés chez des atteints et des non 
atteints afin d’identifier cette mutation spécifique au phénotype.  
Plus récemment, de nouvelles stratégies génétiques ont été développées pour être plus 
efficaces afin d’identifier les mutations causatives (incluant les mutations régulatrices). 
L’ensemble des régions candidates peuvent être re-séquencés en utilisant les micropuces de 
capture de gènes et le séquençage de nouvelle génération. Dans ce cas, l’ADN génomique 
de cinq patients et de cinq contrôles est nécessaire. Cet ADN sera fragmenté par 
sonification et ensuite hybridé par une micropuce à librairie de sondes solubles ou par une 
micropuce à chromatine (Agilent ou Nimblegene). Ces micropuces peuvent capturer et 
purifier une grande quantité de régions continues ou discontinues allant de 0.5 à 4 méga 
paires de bases. Suite à l’hybridation, le matériel qui a été capturé sera lu par séquençage 
direct ou en séquençage parallèle par le séquençage de nouvelle génération223,224.   
 
  
2 Problématique et signifiance 
2.1 Problématique actuelle 
À ce jour, les ATN restent des malformations congénitales très fréquentes affectant 
1-2 nouveaux nés sur 1000225. Étant donnée la complexité de l’étiologie de ces anomalies 
impliquant des facteurs environnementaux et génétiques, les familles des patients affectés 
ont peu de ressources et d’explications sur les mécanismes de cette malformation. En plus 
de la mortalité périnatale élevée, les enfants qui survivent d’une ATN ont plus de risque de 
ne pas survivre la première année. De plus, les survivants de cette malformation peuvent 
vivre avec des problèmes physiques tels que l’incontinence, le désalignement des hanches, 
la paralysie des membres inférieurs et des troubles neuropsychologiques25,42,226. 
Au Canada, Santé Canada recommande depuis 2004, aux femmes enceintes de prendre un 
supplément de 0,4 mg d’acide folique par jour et depuis 199855 le gouvernement exige que 
la farine blanche soit enrichie d’acide folique dans le but de diminuer la prévalence de ces 
malformations227. Cependant, même si des études ont montré que les ATN pouvaient être 
réduites par la prise d’acide folique, la prévalence affecte toujours des milliers de familles 
ce qui constitue un poids de plus dans notre système de santé et pour les familles atteintes. 
Le manque de données sur les facteurs génétiques des ATN est encore actuel. Mieux 
connaitre la génétique des ATN aiderait le conseil génétique à mieux conseiller les familles 





2.3 Hypothèses et objectifs 
Notre but ultime est d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans la pathogenèse 
des ATN en utilisant la souris comme modèle d’entrée. Notre objectif principal est 
d’identifier et de caractériser une nouvelle souris mutante, générée par l’agent mutagène 
ENU, la souris Skam26Jus, en tant que modèle pour étudier les ATN chez l’humain.  
Nos hypothèses sont : (1) Skam26Jus représente un modèle puissant pour identifier un gène 
impliqué dans les ATN et (2) la mutation causant le phénotype de Skam26Jus est récessive et 
pourrait être identifiée par une stratégie de cartographie homozygote suivie par un clonage 
positionnel.  
Notre projet se déroulera avec les trois objectifs spécifiques suivants :  
 (1) L’identification de la mutation homozygote causative chez Skam26Jus. 
 (2) L’analyse de séquençage du gène orthologue muté chez Skam26Jus dans une 
cohorte de patients italiens bien caractérisée.  
 (3) La validation fonctionnelle des mutations identifiées dans les objectifs 
spécifiques (1) et (2).  
2.4 Pertinence et retombées  
Cette étude permettra d’identifier un nouveau gène ainsi qu’une nouvelle voie de 
signalisation cellulaire impliquée dans la formation du tube neural dans le but de mieux 
outiller les médecins et les généticiens afin qu’ils puissent mieux conseiller les familles à 
risque. L’identification de nouveaux gènes prédisposant aux ATN chez l’humain aidera à 
mieux comprendre les mécanismes pathologiques impliqués dans cette malformation.  
Cette étude est nécessaire pour comprendre l’interaction des gènes et l’environnement dans 
les ATN, ce qui nous permettra d’exercer une meilleure prévention, de faciliter le travail du 
conseil génétique et ainsi diminuer le fardeau des hôpitaux.  
  
3 Matériels et méthodes 
3.1 Maintenance des souris 
3.1.1 La souris Skam26Jus 
La souris Skam26Jus a été générée par la mutagenèse ENU et ayant comme souche 
parentale C57BL/6Brd Tyr-/- (albinos) au Mouse Mutagenesis and Phenotyping Center for 
Developmental Defects au Texas Medical Center à Houston (http://www.mouse-
genome.bcm.tmc.edu). Cette souris a été générée en utilisant la technique de chromosome 4 
balanceur dans le but de mieux identifier les souris ayant intégré la mutation lors du 
ENU228 (figure 10). Les souris traitées au ENU en génération F0 sont croisées avec des 
souris homozygotes pour le chromosome 4 balanceur. Ces dernières sont brunes foncées à 
cause du marqueur Inv(4)Brd1Mit281-Mit51 qui a été inséré entre les marqueurs D4Mit281 
and D4Mit51228. En croisant deux souris de cette nouvelle génération (F1) (ont un allèle 
pour le chromosome balanceur 4 et qui a possiblement la mutation du ENU) on devrait 
retrouver notre phénotype à la queue chez les souris homozygotes en F2. Donc, les souris F2 
homozygotes pour le ENU seront blanches (albinos) et celles qui sont hétérozygotes pour 
ENU et le chromosome balanceur 4 seront grises228.  
Dans le but d’utiliser les souris pour faire une cartographie génétique afin de cartographier 
son génome, elles ont été croisées selon la technique de rétrocroisement (figure 11). Cette 
technique a pour but d’insérer un nouveau fond génétique chez une souris mutante tout en 
conservant le phénotype voulu. Les souris de génération F2 ont été croisées avec 
129S6/SvEvTac pour donner des souris N1. Les souris de ce croisement ont été croisées par 
intercroisement (frères et sœurs croisé ensemble) pour retrouver le phénotype récessif de 
queue en boucle ou crochet. Ce rétrocroisement avec 129S6/SvEvTac suivi par un 
intercroisement étaient répétés trois fois jusqu'à génération N4 (Figure 11). Dans le cadre de 
ce projet, les souris N3 ont été utilisées pour les différentes cartographies génétiques et les 






Figure 10. Croisements réalisés pour conserver le phénotype de Skam26Jus en suivant la 
stratégie du chromosome 4 balanceur.  
 
Figure 11. Stratégie de rétrocroisement utilisée pour réduire la portion du génome de Skam26Jus 







































3.1.2 La souris Lp  
La souris Looptail nous a gracieusement été fournie par le Dr. Philippe Gros de 
l’université McGill. La mutation Lp dans Vangl2 est d’origine spontanée et provient du 
fond génétique A/J mais elle se présente maintenant avec le fond génétique C57BL/6. Elle 
est maintenue en générant des intercroisements entre les frères et sœurs201,229.  
3.1.3 La souris Vangl1gt 
La souris Vangl1gt nous a gracieusement été fourni par le Dr. Philippe Gros de 
l’université McGill. Elle dérive des souches parentales 129/Ola et C57BL/6J. Elle est 
maintenue en générant des intercroisements entre les frères et sœurs 205.  
3.2 Études de complémentation 
Les complémentations génétiques ont été faite en croisant une souris 
Skam26Jus/Skam26Jus (de type sauvage pour l’allèle Lp) avec une souris Lp/Lp (de type 
sauvage pour l’allèle Skam26Jus) ou les souris Vangl1gt/Vangl1gt (de type sauvage pour 
l’allèle Skam26Jus). Les embryons ont été prélevés au jour embryonnaire 14,5 (E14,5) et la 
présence d’une queue en forme de boucle/crochet ou d’ATN a été confirmée par inspection 
visuelle. Des embryons au jour embryonnaire E18,5 ont été prélevés pour des analyses 
immunohistochimiques de l’oreille interne.  
Pour toutes les expériences des différentes lignées de souris, le protocole d’éthique 
pour l’expérimentation avec les souris a été approuvé par le Comité Institutionnel de 




3.3 Génotypage des souris 
3.3.1 Génotypage de Skam26Jus 
Le génotypage des souris Skam26Jus a pu être réalisé à l’aide d’une enzyme. La 
Mutation c.2042T>G chez Lrp6 introduit un site de restriction pour l’enzyme EcoRV 
(GATATA à GAG/ATA). Le site de restriction de EcoRV est aussi présent une autre fois 
dans l’exon 9 amplifié avec les amorces introniques mLRP6-x9F (5’-
CATGAAACAAATATGTCCTGCTT-3’) et mLRP6-x9Rb (5’- 
TCAGTGTGACTTCCCACCAGC-3’). Ce fragment d’ADN (amplifié par PCR) de 461 pb 
donnera, après digestion enzymatique avec EcoRV, deux fragments,  de 256 et 205 pb chez 
la souris de type sauvage; quatre fragments soit 256, 205, 119 et 86 pb, chez la souris 
hétérozygote; et trois fragments de 256, 119 et 86 pb, chez la souris homozygote.  
3.3.2 Génotypage de Lp 
Le génotypage des souris a pu être réalisé à l’aide du séquençage par Sanger. La 
mutation c.1391G>A de la souris Looptail induit le changement d’acide aminé 
p.Ser464Asn et la mutation est localisée dans l’exon 7 du gène Vangl2. Les amorces 
utilisées pour le génotypage sont mVangl2-x3Fa (5’-CACTATCGTGCCGTAGTTCT-3’) 
et mVangl2-x3R (5’-CATCTGGGTCTCATCTTTGTC-3’). L’exon est amplifié par PCR 
avec la Taq DNA polymérase native d’Invitrogen (18038-042) à l’aide de l’appareil de 
Applied Biosystems GeneAmp© System 9700 selon les conditions suivantes : 5 minutes à 
94°C, suivi par 35 cycles chacun de 30 secondes à 94°C, 30 secondes à 58°C, 30 secondes 
à 72°C, suivies par un cycle d’élongation de 5 minutes à 72°C. 
3.3.3 Génotypage de Vangl1gt 
Le génotypage des souris a pu être réalisé à l’aide du séquençage par Sanger. Les 
amorces utilisées pour l’amplification par PCR sont mVangl1–Ex3-F (5’-




CACCAGATTTCCATGCTTGCCA-3’) pour le type sauvage (produit amplifié 744 pb) ou 
GT1-R (5’-CATACTTTCGGTTCCTCTTCCCATG-3’), une séquence retrouvée dans la 
cassette du gene trap pour la souris mutante (produit amplifié 410 pb). La séquence est 
amplifiée par PCR avec la Taq DNA polymérase native d’Invitrogen (18038-042) à l’aide 
de l’appareil de Applied Biosystems GeneAmp© System 9700 selon les conditions 
suivantes : 5 minutes à 94°C, suivi par 35 cycles chacun de 30 secondes à 94°C, 30 





3.4 Généalogie de la famille Skam26Jus  
 
Figure 12. Généalogie des souris Skam26Jus et des rétrocroisements utilisés dans le cadre de cette 
étude. 
3.5 Immunofluorescence des cils des oreilles internes 
Les cochlées des souris ont été prélevées au jour embryonnaire E18.5 et 
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microscope dans du PBS 0.1 % triton X-100 et incubées 1 heure dans du PBS contenant 5 
% de sérum de chèvre et 0.1 % de triton X-100. Ensuite, elles ont été incubées toute la nuit 
à 4°C avec l’anticorps Alexa Fluor 488-conjugated phalloidin (1:40). Le lendemain, les 
tissus ont été lavés trois fois avec PBS 0.1 % triton X-100 et montés sur lame avec Prolong 
Gold. Au moins 30 cellules de chaque rangée de l’apex de l’organe de Corti étaient utilisées 
pour la quantification. L’orientation des cils en « V » a été déterminée en traçant une ligne 
fixe dans le milieu du « V » et l’angle formé entre cette ligne fixe et la nouvelle ligne tracée 
par le cil est utilisé pour la quantification (figure 15). Les publications considèrent qu’un cil 
avec un angle de +/- 30° de la normale est désorienté. L’analyse statistique est faite avec le 
test non paramétrique de Kolmogorov-Smirnov. 
3.6 Séquençage des gènes de la voie PCP chez la souris 
Deux souris de génération F2 avec une queue en forme de crochet ont été utilisées 
pour séquencer les gènes de la voie PCP (la souris 172 et 360). La région codante ainsi que 
la jonction exon/intron a été séquencée chez les gènes suivants : Vangl1 (gène ID : 229658; 
1581 nucléotides; 7 exons), Vangl2 (gène ID: 93840; 1566 nucléotides; 7 exons), Prickle1 
(gène ID: 106042; 2499 nucléotides; 8 exons), Prickle2 (gène ID: 243548; 2538 
nucléotides; 8 exons), Disheveled1 (gène ID: 13542; 2088 nucléotides; 15 exons), 
Disheveled2 (gène ID: 13543; 2211 nucléotides; 15 exons), Disheveled3 (gène ID: 13544; 
2151 nucléotides; 15 exons), Celsr1 (gène ID: 12614; 9105 nucléotides; 35 exons) Ptk7 
(gène ID: 71461; 3189 nucléotides; 20 exons) et Scrib1 (gène ID: 105782; 4998 
nucléotides; 38 exons). Ils ont tous été amplifiés par PCR avec la Taq DNA polymérase 
native d’Invitrogen (18038-042) à l’aide de l’appareil de Applied Biosystems GeneAmp© 
System 9700 selon les conditions suivantes : 5 minutes à 94°C, suivi par 35 cycles de 
chacun de 30 secondes à 94°C, 30 secondes à la température d’hybridation (tableau XI en 




3.7 Cartographie génétique 
Cartographie génétique. Cette cartographie a été réalisée auprès de 5 souris du 
rétrocroisement 1 (N1) (519, 565, 591, 678 et 719) (figure 12). Un total de 1449 marqueurs 
aléatoires (SNP) présents dans le génome de la souris a été utilisé. Ces marqueurs 
proviennent d’un panneau préétabli de SNPs de la compagnie Illumina (Mouse medium 
density linkage panel) et la cartographie a été réalisé au Centre of Applied Genomics à 
Toronto en Ontario (figure 23). Cette cartographie a permis de déterminer le pourcentage 
du génome sur les deux fonds génétiques chez les souris du rétrocroisement 1.  
Cartographie homozygote. Cette cartographie a été réalisée auprès de 37 souris, 11 
souris des croisements F1 à F4 (167, 172, 300, 314, 390, 452, 173, 450, 451, 568 et 569), 5 
souris du rétrocroisement 1 (N1) (519, 565, 591, 678 et 719), 2 souris du rétrocroisement 2 
(N2) (908 et 912) et 19 souris du rétrocroisement 3 (N3) (1006, 1008, 1009, 1010, 1012, 
1026, 1027, 1028, 1037, 1038, 1096, 1097, 1098, 1099, 1106, 1158, 1180, 1181 et 1182) 
(figure 12). Une souris de fond génétique C57BL/6 pure (1177) et une souris de fond 
génétique 129S6/SvEvTac pure (1170) ont été utilisées en tant que contrôle. Un total de 
180 marqueurs aléatoires (SNP) informatifs pour les différents fonds génétiques des souris 
129S6/SvEvTac et C57BL/6 a été précisément sélectionné sur le site 
(http://phenome.jax.org/). La distance moyenne entre ces marqueurs est de 13 Mb. Le 
génotypage a été réalisé avec la technologie Sequenom (iPLEX Gold– Genotyping) au 
Centre d’Innovation Génome Québec et Université McGill. Cette technologie consiste à 
amplifier la séquence voulue et de lire les amplicons avec la spectrométrie de masse 
MALDI-TOF ce qui permet un séquençage à haut débit avec un haut pourcentage de 
reproductibilité. Cette cartographie a permis d’identifier une région candidate en vue du 
clonage positionnel. 
Cartographie fine. Cette cartographie a été réalisée auprès de 40 souris, 11 souris 
des croisements F1 à F4 (167, 172, 300, 314, 390, 452, 173, 450, 451, 568 et 569), 5 souris 




(908 et 912), 19 souris du rétrocroisement 3 (N3) (1006, 1008, 1009, 1010, 1012, 1026, 
1027, 1028, 1037, 1038, 1096, 1097, 1098, 1099, 1106, 1158, 1180, 1181 et 1182) et 3 
embryons du rétrocroisement 3 (N3) (E604, E609 et E616) (figure 12). Une souris de fond 
génétique C57BL/6 pure (1177) et une souris de fond génétique 129S6/SvEvTac pure 
(1170) ont été utilisées en tant que contrôles. Un total de 16 SNPs informatifs pour les 
différents fond génétiques des souris 129S6/SvEvTac et C57BL/6 ont été choisis à partir du 
site (http://phenome.jax.org/) (rs6200835, rs3681620, rs6338676, rs3688358, rs30955636, 
rs3680603, rs3023102, rs4226339, rs6400392, rs13479079, rs3658783, rs30414389, 
rs3023105, rs6265387, rs3711088 et rs30113154). La cartographie a été réalisée au Centre 
d’Innovation Génome Québec et Université McGill. Cette cartographie a permis de raffiner 
la région candidate en vue de cibler un gène pour le clonage positionnel. 
3.8 Séquençage de Lrp6 chez la souris 
Les amorces pour amplifier la séquence codante et les jonctions exon/intron (à 
environ 50 pb de la jonction intron/exon dans les régions introniques) du gène Lrp6 (gène 
ID NCBI : 16974; 23 exons, 4842 nucléotides). Les exons ont été amplifiés par PCR avec 
la Taq DNA polymérase native d’Invitrogen (18038-042) à l’aide de l’appareil de Applied 
Biosystems GeneAmp© System 9700. L’amplification par PCR s’est fait en suivant le 
cycle suivant : 5 minutes à 94°C, suivi par 35 cycles chacun de 30 secondes à 94°C, 30 
secondes à la température d’hybridation (Annexe II, tableau X), 30 secondes à 72°C, 
suivies par un cycle d’élongation de 5 minutes à 72°C. Le séquençage par Sanger a été 
réalisé avec l’appareil automatique ABI 3700 de Applied Biosystems au Centre 
d’Innovation Génome Québec et Université Mcgill.  
3.9 Patients et contrôles 
Les patients ont été recrutés au Centre de Spina Bifida de l’hôpital Gaslini à Gênes 
en Italie en collaboration avec Dr. Valeria Capra. Les mères de ces patients n’ont pas pris 




craniale et caudale ouverte (myéloméningocèle) et fermée (lipoméningocèle, 
lipomyéloschisis et le syndrome de régression caudale). Notre étude comportait 285 
patients pour lesquels les caractéristiques sont décrites dans le Tableau I. Ces patients 
présentaient en majorité la myéloméningocèle (54 %). Les contrôles italiens étaient des 
enfants qui ont fréquenté le même hôpital pour diverses maladies, recrutés aléatoirement, 
ainsi que des adultes qui ont contribué à une banque de sang de l’institut Gaslini. Le même 
nombre de contrôles et de patients ont été étudiés. Les patients et les contrôles ont été 
recrutés avec l’approbation du comité d’éthique locale et un consentement écrit a été 
obtenu de tous.  
Tableau I. Caractéristiques des patients italiens avec une anomalie du tube neural.  
Nombre de patients 285 
ATN spinale ouverte  
Myéloméningocèle ou spina bifida 
aperta 153 
ATN spinale fermée  
Lipomyéloschisis 17 
Lipomyéloméningocèle 18 
Syndrome de régression caudale 38 
Lipome 28 






ATN craniale  
Céphalocèle 6 
3.10 Séquençage de LRP6 chez les patients humains 
La région codante ainsi que les jonctions exon-intron du gène LRP6 (gène ID 
NCBI : 4040; 23 exons, 4842 nucléotides) ont été amplifiés avec les amorces introniques 
présentées dans le Tableau XI. L’amplification par PCR avec la Taq DNA polymérase 




System 9700 a été faite en suivant les cycles suivants : 5 minutes à 94°C, suivi par 35 
cycles de chacun de 30 secondes à 94°C, 30 secondes à la température d’hybridation de 
57°C, 30 secondes à 72°C, suivies par un cycle d’élongation de 5 minutes à 72°C. Le 
séquençage par Sanger a été réalisé avec l’appareil automatique ABI 3700 de Applied 
Biosystems au Centre d’Innovation Génome Québec et Université Mcgill.  
3.11 Outils bio-informatiques 
L’alignement et l’analyse des séquences d’ADN ont été réalisés avec le programme 
Lasergene® SeqManTm de DNASTAR. Les mutations identifiées chez les ATN humaines 
ont été d’abord vérifiées dans quatre bases de données publiques : la base du National 
Center for Biotechnology Information/NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), le Humain 
Genome Browser (GRCh37) de Genome Consortium Reference 
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat), le 1000 génome (http://www.1000genomes.org/) 
et le NHLBI GO Exome Sequencing Project Server/ESP 
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/).  
L’alignement des séquences protéiques des différentes espèces de LRP6 pour 
déterminer les acides aminés conservés a été fait avec l’outil ClustalW du European 
Bioinformatique Institute/EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Les 
domaines fonctionnels de la protéine LRP6 ont été évalués à l’aide de UniProt 
(http://www.uniprot.org/uniprot/O75581).  
Les effets pathogéniques des mutations trouvées dans LRP6 chez les patients 
d’ATN et Lrp6 chez Skam26Jus ont d’abord été prédits à l’aide des programmes bio-
informatiques SIFT et PolyPhen. Le programme SIFT (http://sift.jcvi.org/) prédit si la 
substitution d’un acide aminé affecte la fonction de la protéine. La prédiction de SIFT est 
basée sur la conservation des résidus d’acides aminés dans des alignements de séquences 
étroitement apparentées. Le programme PolyPhen (Polymorphisme Phénotypage-2 - 




substitution d’acides aminés sur la structure et la fonction d’une protéine humaine à l’aide 
de considérations physiques et comparatives.  
3.12 Clonage de LRP6 et mutagenèse dirigée 
Le gène LRP6 a été étiquetté avec le tag VSVG entre le signal d’exportation et le N-
terminal et cloné dans le vecteur d’expression pCS2+ tel que décrit dans l’article de 
Macdonald et al.230. Il nous a gracieusement été fourni par Xi He du F.M. Kirby 
Neurobiology Center, Children’s Hospital Boston, Harvard Medical School au États-Unis.  
Les mutations identifiées chez Skam26Jus et les patients d’ATN étaient introduites 
dans pCS2+hLRP6-VSVG en suivant le protocole de Agilent (QuikChange II XL Site-
Directed Mutagenesis Kit - 200521). Les mutations p.Gly494As et pAsp549Gly étaient 
identifiées dans d’autres souris mutantes de Lrp6 qui sont crooked tail et gwazi 
respectivement174,231. Les amorces utilisées pour l’amplification des clones sont présentées 
dans le tableau II. Les clones ont été amplifiés avec la Taq PfuUltra de Agilent (600353) en 
suivant les cycles suivants : 60 secondes à 95°C, suivies de 35 cycles à 30 secondes à 95°C, 
30 secondes à 59°C, 9 minutes à 68°C, suivi d’une période d’élongation de 5 minutes à 
68°C.  
Tableau II. Amorces utilisées lors de la mutagenèse dirigée pour introduire les mutations humaines 
et souris dans pCS2+-VSVG-hLRP6.  
Nom de 
l’amorce/mutation Séquence de l'amorce (5'-3') 
pCS2+hLRP6-Y306H F : gtctccagtcaagccttttcatcagtgtgcttgc R : cagaggtcagttcggaaaagtagtcacacgaacg 
pCS2+hLRP6-Y373C F : cgatcctgtggaaggctgcatctactggactgatg R : gctaggacaccttccgacgtagatgacctgactac 
pCS2+hLRP6-V1386L F :ctgttattggcgtaattgtcaccatttttttgtctggaactgtat R :gacaataaccgcattaacagtggtaaaaaaacagaccttgacata 
pCS2+hLRP6-Y1541C F : cacagatgtttgtgacagtgactgtgctcctagtcg R : gtgtctacaaacactgtcactgacacgaggatcagc 
pCS2+hLRP6-D549G F : tatgtttactggactggctggcagaggcgtagc R : gctacgcctctgccagccagtccagtaaacata 





3.13 Culture cellulaire et essai du pTOPflash  
Les cellules de mammifères HEK293 ont été mises en culture dans les plaques de 
24 puis avec le milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). Les cellules ont été 
transfectées avec un total de 250 ng par puis des ADN suivants [100 ng des différents 
plasmides LRP6 (tableau II) ou plasmide contrôle, 90 ng avec le vecteur vide pCS2+, 10 ng 
avec TK-Renilla (contrôle de la transfection) et 50 ng avec le vecteur TOPFLASH (pGL3-
OT)] à l’aide de la lipofectamine © 2000. Après 24 h, les cellules ont été traitées au milieu 
DMEM conditionné avec Wnt3a. Après 48h les cellules ont été lysées et l’essai du 
pTOPflash de la compagnie Promega a été réalisé. Les expériences ont été répétées en 
triplicata. Les données ont été analysées avec le test statistique paramétrique de Student. 
L’anticorps polyclonale Anti-VSVG (signa, V4888) et l’anticorps spécifique au site A 
(ser1490) de phosphorylation de LRP6 (Phospho-LRP6, cell signaling 2568) ont été utilisés 
pour la détection de LRP6. La quantification du buvardage de western a été faite avec β-





4.1 Identification du phénotype 
La souris Skam26Jus présente un phénotype observable chez les embryons et adultes 
au niveau de la queue; elle se présente soit en forme de boucle ou de crochet (figure 13a et 
b). Ce phénotype au niveau de la queue est présent dès la naissance (d’origine génétique); il 
ne résulte pas d’une blessure et/ou d’un accident que la souris aurait pu avoir. Certaines 
vertèbres de la queue de la souris sont fusionnées ensemble ce qui confère l’apparence 
morphologique d’une queue en forme de boucle ou de crochet (figure 13c et d et 14b). Les 
croisements génétiques ont permis de déterminer que le phénotype à la queue est transmis 
selon le modèle mendélien de transmission récessive. En effet, en croisant une souris ayant 
un phénotype avec une souris de type sauvage, on ne génère aucune souris avec un 
phénotype à la queue. En faisant des intercroisements entre les frères et sœurs de cette 
génération, le phénotype à la queue est retrouvé dans les nouvelles progénitures.  
 
Figure 13. Exemple de l’apparence morphologique de la queue chez la souris (a) de type 
sauvage et (b) apparence d’un crochet chez Skam26Jus. Radiographie de la queue chez la souris (c) de 
type sauvage et (d) apparence de la queue chez Skam26Jus, les vertèbres sont fusionnées ensemble.  
a) Type sauvage b) Apparence de Skam26Jus 




4.2 Analyses génétiques des gènes de la voie PCP dans Skam26Jus 
Les gènes de la voie PCP représentent d’excellents candidats pour Skam26Jus. Ils sont 
responsables du bon fonctionnement du mécanisme de convergence et extension qui est 
important pour la fermeture du tube neural. De plus, ils sont associés aux ATN chez les 
souris modèles et les patients humains. Les gènes essentiels de la voie PCP ont été 
sélectionnés en tant que gènes candidats mutés chez Skam26Jus. La région codante et la 
jonction exon-intron de chacun de Vangl1, Vangl2, Prickle1, Prickle2, Dvl1, Dvl2, Dvl3, 
Scrilb1, Celsr1 et Ptk7 ont été séquencés chez deux souris Skam26Jus présentant un 
phénotype à la queue (172 et 390). L’alignement des séquences obtenues a été fait avec la 
séquence de référence pour chacun de ces gènes disponibles sur le National Center for 
Biotechnology Information/NCBI. Aucune mutation associée au phénotype observable de 
queue en forme de boucle et/ou crochet n’a été identifiée dans ces gènes. Le gène muté 
chez Skam26Jus n’est pas un gène essentiel de la voie PCP.  
4.3 Complémentation génétique de Skam26Jus avec looptail et 
Vangl1/gt 
La complémentation génétique entre la souris Skam26Jus avec looptail (gène muté 
Vangl2S464N) mène à un spina bifida dans 50 % des souris ayant un phénotype à la queue (n 
= 33) (figure 14a, tableau III). Tous les embryons qui ont un spina bifida ont aussi une 
queue en forme de boucle/crochet. La prévalence d’obtenir un spina bifida chez les doubles 
hétérozygotes Skam26Jus/+;Lp/+ est de 38 %. La souris Lp hétérozygote présente une queue 
en forme de crochet dans 88 % des cas et l’homozygote mène à un spina bifida dans 100 % 
des cas232.  
La complémentation génétique entre Skam26Jus et Vangl1/gt ne mène pas à une ATN. 
Aucune des combinaisons de souris (doubles hétérozygotes Skam26Jus/+;Vangl1gt /+, doubles 
homozygotes Skam26Jus/Skam26Jus;Vangl1gt/Vangl1gt, ainsi que des hétérozygotes-




Skam26Jus/+;Vangl1gt/Vangl1gt) générées entre ces deux allèles ne présentent de queue en 
forme de boucle/crochet ou une ATN (tableau IV).  
 
Figure 14. Apparence morphologique des embryons de souris au jour embryonnaire 14,5 chez 
a) l’homozygote Skam26Jus/Skam26Ju et b) le double hétérozygote Skam26Jus/+;Lp/+. L’homozygote 
Skam26Jus/Skam26Jus présente une queue en forme de boucle/crochet (flèche jaune) et le double 
hétérozygote Skam26Jus/+;Lp/+ présente un spina bifida dans 38 % des cas (flèche rouge). 
Tableau III. Complémentation génétique avec l’allèle Lp.  
Génotype n 
Phénotype 
Queue droite Queue boucle/crochet ATN (Spina bifida) 
+/+ ; +/+ 0 0 0 0 
+/+ ; Lp/+ 0 0 0 0 
Skam26Jus/+;+/+ 31 31 0 0 
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+/+ ; +/+ 3 3 0 
+/+ ; Vangl1gt /+ 1 1 0 
+/+ ; Vangl1gt / Vangl1gt 0 0 0 
Skam26Jus/+; +/+ 3 3 0 
Skam26Jus/+ ; Vangl1gt /+ 5 5 0 
Skam26Jus/Skam26Jus; +/+ 2 1 1 (50%) 
Skam26Jus/Skam26Jus; Vangl1gt /+ 1 1 0 
Skam26Jus/+ ; Vangl1gt / Vangl1gt 4 4 0 
Skam26Jus/Skam26Jus; Vangl1gt / Vangl1gt 0 0 0 
4.3.1 Orientation des cils de l’oreille interne des différentes 
complémentations génétiques 
La voie PCP contrôle l’orientation des cils de l’organe de Corti dans l’oreille interne 
chez les mammifères. Nous avons analysé les cils de l’oreille interne des souris Skam26Jus et 
double hétérozygote et Skam26Jus/+;Lp/+ et Skam26Jus/+;Vangl1/gt/+ (figure 15). Le 
marquage des cils de l’organe de Corti dans l’oreille interne avec le Phalloidin des 
embryons au 18,5e jour embryonnaire montre que chez les souris de type sauvage, toutes 
les rangées de cils (ICH, OCH1, OCH2 et OCH3) sont orientées dans la même orientation, 
soit vers l’extérieur de la cochlée. L’orientation des cils des souris hétérozygotes 
Skam26Jus/+ et des doubles hétérozygotes et Skam26Jus/+;Vangl1/gt/+ ne montre pas de 
différences significatives avec le type sauvage. L’orientation des cils des souris 
homozygotes Skam26Jus/Skam26Jus et des doubles hétérozygotes et Skam26Jus/+;Lp/+ montre 






Figure 15. Comparaison de l’orientation des cils de l’apex dans l’organe de Corti dans la 
cochlée de la souris Skam26Jus/+, Skam26Jus/Skam26Jus, Skam26Jus/+;Lp/+ et Skam26Jus/+;Vangl1gt/+. Les 
souris Skam26Jus/Skam26Jus et Skam26Jus/+;Lp/+ sont significativement différentes du type sauvage (Test 















































































































































































































































4.4 Cartographie génétique de Skam26Jus 
L’allèle de Skam26Jus a été généré sur une souris qui, originalement, a deux fonds 
génétiques: C57BL/6 et 129S6/SvEvTac. L’analyse de 1449 SNPs provenant de la 
plateforme d’illumina (Mouse medium density linkage panel) sur cinq souris du 
rétrocroisement 1 (N1) a révélé que ces souris avaient en moyenne 47,8 % de leur génome 
sur le fond génétique d’origine C57BL/6 et 52,2 % sur le fond génétique 129S6/SvEvTac. 
La quantité du génome sur le fond génétique C57BL/6 reste cependant trop élevée pour 
identifier une région candidate portant l’allèle muté chez Skam26Jus. Des  souris de 
rétrocroisement 3 (N3) ont été générées pour les analyses génétiques subséquentes (figure 
12). 
L’analyse de 180 marqueurs informatifs à une distance d’intervalle d’environ 12 Mb 
des différents génomes des souris C57BL/6 et 129S6/SvEvTac ont montré qu’un total de 84 
% des souris du rétrocroisement N3 (n = 19) sont homozygotes pour l’allèle GG (associé au 
génome de C57BL/6) pour le marqueur rs13479079 sur le chromosome 6 (figure 16). Un 
total de 16 % de ces souris sont hétérozygotes avec l’allèle GC pour ce marqueur. Cette 





Figure 16. Cartographie génétique montrant une association en région télomérique du 
chromosome 6 de la mutante Skam26Jus. Le graphique montre le pourcentage de souris pour chaque 
marqueur sur le fond génétique C57BL/6 du rétrocroisement 3 (N3).  
La cartographie fine de la région candidate du chromosome 6 a été réalisé avec 16 
SNPs informatifs précisément choisis situés à un intervalle d’environ 1,5 Mb chacun entre 
125 et 149 Mb sur le chromosome 6. Ces limites sont déterminées par le marqueur 
rs13479079  identifié précédemment jusqu’au télomère du chromosome.  Un total de 27 
souris a été génotypé avec ces marqueurs incluant trois embryons, 19 souris de la 
génération N3, deux souris de la génération N2 et cinq souris de la génération N1. Un total 
de 19 souris étaient homozygotes pour les marqueurs du fond génétique C57BL/6 de cette 
région sans fournir d’informations supplémentaires pour mieux définir la région portant 
l’allèle muté chez Skam26Jus. Trois souris étaient hétérozygotes pour C57BL/6 et 
129S6/SvEvTac pour tous les marqueurs, suggérant que le phénotype de queue en forme de 
boucle/crochet n’est pas seulement causé par un génotype homozygote, mais pourrait être 
causé par un génotype hétérozygote. Les sept autres souris analysées ont permis de définir 
une région candidate plus restreinte. La souris 565 est homozygote pour C57BL/6 pour 







































rs3680603 à 133.967982 et rs6400392 à 139.265534 Mb (figure 17a). La souris 1037 est 
homozygote pour 129S6/SvEvTac à partir de rs3023102 à 135.332956 Mb. Elle a permis 
de réduire la région candidate portant l’allèle muté chez Skam26Jus entre rs3680603  à 
133.967982 et rs3023102 à 135.332956 Mb (figure 17b). Cette région est aussi comprise 
dans l’intervalle définie par six souris sur un total de sept. Cet intervalle comporte 17 gènes 
et 4 transcrits d’ARN ne codant pas pour une protéine connue identifiée à l’institut RIKEN 
(tableau V). De cette liste, le gène Lrp6 était sélectionné comme étant le meilleur gène 
candidat causant le phénotype de la queue en forme de boucle/crochet Skam26Jus. Ce gène 
est impliqué dans la signalisation Wnt/β-caténine82, interagit avec Wnt5a en régulant 
négativement la voie PCP233, est important pour le mécanisme de convergence et extension 
chez Xenopus234 et interagit avec le folate chez la souris235.  
 
Figure 17. a) Haplotype des souris Skam26Jus pour la région candidate sur le chromosome 6  et 
b)  carte physique de la région candidate chez Skam26Jus. La carte montre les SNPs utilisés et leur 
position génomique en méga paire de bases (Mb). La région candidate identifiée lors de la 
cartographie fine du génome de la souris Skam26Jus est définie par les marqueurs rs3680603 à 
























génomique Marqueurs 129! B6!
N3! N3! N3! N3! N1! N3! N1! N2! N3! N3!
1009! 1182! 1099! 1006! 565! 1037! 591! 908! 1008! 1012!
125.667502 rs6200835 GG! AA! AG! AA! AG! AG! AG! AG! AG! AG! AG! AG!
127.954550  rs3681620 CC! TT! TT! TT! CT! CT! CT! CT! CT! CT! CT! CT!
129.105169 rs6338676 GG! AA! AA! AA! AG! AG! AG! AG! AG! AG! AG! AG!
131.577240 rs3688358 TT! AA! AA! AA! AT! AT! AT! AT! AT! AT! AT! AT!
132.678371 rs30955636 TT! GG! GG! GG! TG! TG! TG! TG! TG! TG! TG! TG!
133.967982 rs3680603 GG! AA! AA! AA! AG! AG! AG! AG! AG! AG! AG! AG!
135.332956 rs3023102 TT! CC! CC! CC! CC! CC! CC! TT! CT! CT! CT! CT!
136.350812 rs4226339 GG! AA! AA! AA! AA! AA! AA! GG! AG! AG! AG! AG!
139.265534 rs6400392 CC! TT! TT! TT! TT! TT! CT! CC! CT! CT! CT! CT!
140.119513 rs13479079 CC! GG! GG! GG! GG! GG! CG! CC! CG! CG! CG! CG!
144.263747 rs3658783 GG! AA! AA! AA! AA! AG! AG! GG! AA! AG! AG! AG!
145.246380 rs30414389 TT! CC! CC! CC! CC! CT! CT! TT! CC! CT! CT! CT!
146.425319  rs3023105 CC! TT! TT! CT! TT! CT! CT! CC! TT! CT! CT! CT!
147.203379 rs6265387 CC! TT! TT! CT! TT! CT! CT! CC! TT! CT! CT! CT!
148.260469  rs3711088 GG! CC! CC! CG! CC! CG! CG! GG! CC! CG! CG! CG!





Tableau V. Liste des gènes répertoriés dans la région candidate chez Skam26Jus définie par 
rs3680603 à 133.967982 et rs3023102 à 135.332956 Mb sur le chromosome 6.  
Nom du gène et 
numéro NCBI  
Position 




Cellules souches et 
lymphocytes 
Oncogène et facteur de transcription, 
associé à la leucémie 
  
Bcl2l14 
NM_025778 134346346 Testicules Régulateur de l'apoptose 
  
Lrp6  
NM_008514 134396495 Ubiquitaire 
Régulateur positif de la signalisation 





lacrymale, intestin et 
prostate 








Placenta, macrophage et 
moelle osseuse 
Déphosphatase qui régule 






Régulateur positif de la différenciation 
des adipocytes, dépendant de AMPc 
  
Gpr19 




Moelle osseuse, système 
immunitaire 
Cycline régulant le point de contrôle 
G1/S du cycle cellulaire 
  
Apold1 
NM_001109914 134932018 Bulbe olfactif et rétine Apolipoprotéine 
  
Ddx47 
NM_026360 134961629 Ubiquitaire Épissage de l'ARN et apoptose 
  
Gprc5a  
NM_181444 135015679 Poumon et pancréas Protéine G 
  
Gprc5d 
NM_053118 135056008 Ubiquitaire Protéine G 
  
Hebp1 
NM_013546 135087536 Foie et moelle épinière Métabolisme de l'hème 
  
Gsg1 
NM_001080553 135187347 Testicules 











système digestif Croissance cellulaire 
Transcrits d'ARN ne codant pas pour une protéine connue 
  NR_029441 134847978 2810454H06Rik 
  NR_037955 134879109 1190002F15Rik 
  NR_037956 134879109 1190002F15Rik 




4.5 Séquençage de Lrp6 chez les souris Skam26Jus 
Le séquençage par Sanger de la séquence codante ainsi que de la jonction exon-
intron de Lrp6 chez trois souris Skam26Jus ayant un phénotype de queue en forme de 
boucle/crochet et deux souris contrôles de type sauvage a mené à l’identification d’une 
mutation homozygote c.2042T>G dans l’exon 9 et menant au changement d’acide aminé 
p.Ile681Arg dans Lrp6 (figure 18). Cette mutation était absente chez les contrôles, les 
souches parentales C57BL/6 et 129S6SvEvTac, ainsi que chez 30 autres souches de souris 
pures, ce qui confère la spécificité de cette mutation au phénotype de Skam26Jus. La 
prédiction in silico de la pathogénicité de cette mutation par les programmes SIFT et 
polyphen a montré que cette mutation est tolérée et bénigne dans la protéine. L’alignement 
protéique de Lrp6 chez six espèces révèle que l’isoleucine à la position 681 est conservée 
chez homo sapiens, mus musculus, rattus norvegius et danio rerio mais pas chez xenopus 
laevis et drosophila melanogaster. Aucune espèce ne possède l’arginine à cette position.  
 
Figure 18. a) Chromatogramme de la mutation homozygote c.2042T>G et b) alignement 
protéique e Lrp6. La mutation dans le gène Lrp6 portée par la souris mutante Skam26Jus qui mène au 
changement d’acide aminé p.Ile681Arg. L’alignement partiel de LRP6 chez plusieurs espèces; 
homo sapiens (hLRP6) NP_002327.2; mus musculus (mLrp6) NP_032540.2; rattus norvegius 
(rLrp6) NP_001101362.1; gallus gallus (cLrp6) XP_417286.3; danio rerio (zLrp6) 






D I S L680 
2038 
a) 
b) hLRP6 !RIYWTDISLKTISRAFM 691  !
mLrp6 !RIYWTDISLKTISRAFM 691  !
rLrp6 !RIYWTDISLKTISRAFM 540!
cLrp6 !RIYWTDISLKTISRAFM 646  !
xLrp6 !RIYWTDVSLKTISRAFM 691  !
zLrp6 !RIYWTDITLKTISRAFM 695  !





4.6 Étude de pénétrance de Skam26Jus 
La pénétrance est la probabilité de retrouver un phénotype associé à un génotype. 
La pénétrance d’obtenir le phénotype de la queue en forme de boucle/crochet chez les 
souris Skam26Jus  homozygotes pour la mutation pIle681Arg est augmentée lorsque la souris 
a une plus grande majorité de son génome sur le fond génétique 129S6/SvEvTac en 
comparaison avec le fond génétique d’origine C57BL/6. Notamment, elle est passée de 7 % 
à 53 % de la lignée originale au rétrocroisement 4 (N4) (tableau VI). La pénétrance des 
embryons homozygotes pour cette mutation était de 53 %. Étant donné que certaines souris 
présentaient le phénotype de la queue en forme de boucle/crochet, même lorsqu’elles 
étaient hétérozygotes, une pénétrance pour ces souris a été calculée, elle est de 8 % chez les 
adultes N4 et de 7 % chez les embryons.  
Tableau VI. Étude de génotype/phénotype de la mutante Skam26Jus 
  
Phénotype 
I681R génotype au locus de Lrp6  
Queue 
boucle/crochet ATN 
Adulte, lignée originale (n=71) 5 +/+, 12 +/-, 54 -/- 4 (7%) NA 
Adulte, rétrocroisement 4 (n=98) 3 +/+, 36 +/-, 60 -/- 3 (8%)a, 32 (53%)b NA 
Embryon, E12,5 à E18,5 (n=91) 14 +/+, 30 +/-, 47 -/- 2 (7%)a, 25 (53%)b NA 
a +/- pénétrance 
   b -/- pénétrance  
   
4.7 Séquençage de LRP6 chez les patients atteints d’ATN 
Le gène LRP6 chez l’humain a été analysé dans une cohorte de patients humains 
atteints d’ATN. Nous avons identifié quatre nouvelles mutations hétérozygotes rares 
(fréquence allélique < 1 %), c.916T>C, c.1118A>G, c.4157T>G et c.4622G>T (figure 19 et 
20). N’ayant pas accès à l’ADN parental nous n’étions pas en mesure de déterminer si ces 
mutations hétérozygotes ont été transmises par ceux-ci ou si elles ont été générées de novo. 





La mutation c.916T>C a été identifiée chez un patient atteint d’une 
myéloméningocèle et mène au changement d’acide aminé p.Tyr306His qui est localisé dans 
le domaine d’interaction protéique EGF-like-1. Cet acide aminé est conservé chez toutes les 
espèces sauf Drosophila (figure 19). La prédiction in silico de la pathogénicité de cette 
mutation indique qu’elle est soit tolérée ou possiblement dommageable (tableau VII et 
VIII). La mutation c.1118A>G a été identifiée chez un patient atteint d’une céphalocèle et 
mène au changement d’acide aminé p.Tyr337Cys qui est localisé dans le domaine 
extracellulaire, mais dans aucun domaine fonctionnel connu de la protéine. Cet acide aminé 
est conservé chez toutes les espèces sauf Drosophila et Danio (figure 19).  La prédiction in 
silico de la pathogénicité de cette mutation indique qu’elle est soit tolérée ou possiblement 
dommageable (tableau VII et VIII). La mutation c.4157T>G a été identifiée chez un patient 
atteint du syndrome de régression caudale et mène au changement d’acide aminé 
p.Val1386Leu qui est localisé dans le domaine transmembranaire. Cet acide aminé est 
conservé chez toutes les espèces sauf Drosophila et Rattus (figure 19). La prédiction in 
silico de la pathogénicité de cette mutation indique qu’elle est tolérée et bénigne (tableau 
VII et VIII). La mutation c.4622G>T a été identifiée chez un patient atteint d’une 
myéloméningocèle et mène au changement d’acide aminé p.Tyr1541Cys qui est localisé 
dans le domaine cytoplasmique, mais dans aucun domaine fonctionnel connu de la protéine. 
Cet  acide aminé est conservé chez toutes les espèces sauf Drosophila et Rattus (figure 19). 
La prédiction in silico de la pathogénicité de cette mutation indique qu’elle est 





Figure 19.  Chromatogrammes des mutations c.916T>C, c.1118A>G, c.4157T>G et c.4622G>T 
identifiées dans le gène LRP6 chez par des patients atteints d’ATN. L’alignement partiel de Lrp6 
chez plusieurs espèces est montré pour chacune des mutations sous le chromatogramme 
correspondant ; homo sapiens (hLRP6) NP_002327.2; mus musculus (mLrp6) NP_032540.2; rattus 
norvegius (rLrp6) NP_001101362.1; danio rerio (zLrp6) NP_001128156.1; xenopus laevis (xLrp6) 
NP_001079233.1; drosophila melanogaster (darrow) NP_524737.2. 













Exon Domaine ATN clinique 
c.916T>C p.Tyr306His 1/261 0/272 5 EGF-like 1 Myéloméningocèle 
c.1118A>G p.Tyr373Cys 1/262 0/235 6 Extracellulaire Céphalocèle 
c.4157T>G p.Val1386Leu 1/263 0/262 20 Transmembranaire 
Syndrome de 
régression caudale 
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p.Tyr306His Toléré Possiblement dommageable 
p.Tyr373Cys Toléré Probablement dommageable 
p.Val1386Leu Toléré Bénigne 
p.Tyr1541Cys Dommageable Probablement dommageable 
 
 
Figure 20. Diagramme et domaines fonctionnels de la protéine transmembranaire LRP6. Les 
mutations identifiées chez la souris Skam26Jus (en rouge), la souris Gw (en bleu), et chez l’humain (en 
gras) sont illustrées au-dessus du diagramme.  
4.8 Validation fonctionnelle des mutations de LRP6 chez les 
souris mutantes et les ATN humaines par le pTOPflash  
L’analyse du buvardage de western a été faite avec deux anticorps spécifiques. Le 
premier détecte le tag VSVG localisé en position N-terminal de la protéine LRP6. On a 
inclus dans nos analyses une mutation, p.Asp549Gly, qui était identifiée précédemment par 
un autre groupe dans une souris mutante pour Lrp6  appelée Gwazi. Les cellules qui n’ont 
pas été transfectées ne détectent pas le tag VSVG. Les cellules qui ont été transfectées avec 
LRP6 du type sauvage et avec les mutations p.Tyr306His, p.Tyr373Cys, p.Tyr1541Cys et 
Signal Peptide 
EGF-like domaine (1-4) Domaine LDL récepteur type A 
Domaine transmembranaire Motif de phosphorylation 





p.Asp549Gly ont montré une bande à 180 kDa (figure 21). Pour la mutation p.Val1386Leu, 
on a détecté une bande à 115 kDa et pour la mutation p.Ile681Arg on détecte une faible 
bande à environ 75-80 kDa. Un autre anticorps utilisé cible le site A de phosphorylation de 
LRP6 endogène (Ser1490). Avec cet anticorps, on a détecté la protéine LRP6 endogène qui 
est exprimée dans les cellules. Les cellules qui ont été transfectées avec LRP6 de type 
sauvage et les mutations p.Tyr306His, p.Tyr373Cys, p.Tyr1541Cys et p.Asp549Gly 
détectent une bande exprimée plus fortement à 180 kDa (figure 21). Pour la mutation 
p.Val1386Leu, on a détecté une bande à 115 kDa et la forme endogène à 180kDa et pour la 
mutation p.Ile681Arg on détecte seulement la forme endogène à 180 kDa. Pour toutes les 
transfections, on a détecté une deuxième faible bande non spécifique à 115 kDa (une autre 
bande que celle spécifique à p.Val1386Leu).  
 
Figure 21. Buvardage de type western de LRP6. L’anticorps anti-VSVG détecte LRP6 
transfectée et lie la protéine dans son domaine extracellulaire N-terminal. Toutes les mutations sont 
normalement exprimées à 180 kDa sauf p.Val1386Leu qui est à 115 kDa et p.Ile681Arg qui est à 78 
kDa. La détection de LRP6 avec l’anticorps anti-LRP6 détecte la forme endogène ainsi que la 
protéine transfectée de LRP6 en liant le site A de phosphorylation dans le domaine cytoplasmique 
C-terminal. Toutes les mutations sont normalement exprimées à 180 kDa sauf p.Val1386Leu qui est 































































L’essai du pTOPflash est un essai de bioluminescence servant à mesurer 
l’expression d’un gène dans certaines conditions. Dans le contexte de notre étude, il permet 
de détecter les variations d’activation de la β-caténine de la voie canonique Wnt/β-caténine. 
L’activité du type sauvage de LRP6, a été normalisée comme valeur de référence à 1 (figure 
22). La mutation p.Ile681Arg (identifiée chez Skam26Jus) n’a pas activé la voie Wnt/β-
caténine (valeur P = 0,005). Les mutations p.Tyr306His, p.Tyr373Cys, p.Tyr1541Cys 
(identifiées chez les patients humains atteints d’ATN) et p.Asp549Gly (identifiée chez 
gwazi) diminuent significativement l’activité de la voie Wnt/β-caténine (valeur P = 0,05). 
La mutation p.Val1386Leu n’est pas significativement différente du type sauvage. Toutes 
les expériences ont été répétées en triplicata et le test statistique paramétrique de Student a 
été appliqué.  
 
Figure 22. Analyse des mutations identifiées dans LRP6 chez les ATN humaines et souris 
mutantes par l’essai de pTOPflash. Ce graphique représente la moyenne d’une répétition de trois 
expériences et est normalisé à 1 avec le hLRP6 type sauvage. L’analyse statistique des résultats par 
un test de Student T indique que toutes les mutations sont significativement différentes du type 















5.1 Le gène muté chez Skam26Jus n’est pas un gène essentiel 
connu de la voie PCP mais interagit génétiquement avec 
celle-ci 
Les croisements effectués entre les souris Skam26Jus ont permis de conclure que le 
phénotype observé à la queue est transmis selon un modèle mendélien et récessif. Afin 
d’identifier le gène causatif chez Skam26Jus nous avons étudié les gènes de la voie PCP. Ces 
gènes sont d’excellents candidats étant donnée leur implication dans le mécanisme de 
convergence et extension qui est requise pour la fermeture du tube neural202,208,209. De plus, 
plusieurs mutantes impliquant des gènes de la voie PCP tel que Lp (Vangl2), Crc (Scrib), 
chz (Ptk7), Scy (Celsr1) et les mutantes amorphes pour Fz3, Fz6, Dvl2, Dvl3 et Ptk7 ont 
grandement aidé à la compréhension des ATN152,154,197,201,236. Cependant, l’analyse des 
séquences codantes des gènes essentiels de la voie PCP chez Skam26Jus n’a pas permis 
d’identifier une mutation spécifique au phénotype de queue en forme de boucle/crochet 
dans aucun de ces gènes. Cela nous a permis de conclure que le gène muté chez Skam26Jus 
n’est pas un gène essentiel connu de la voie PCP.  
Les études de complémentation entre Lp et Skam26Jus ont permis d’affirmer qu’il y a 
une interaction génétique entre Vangl2 et le gène muté chez Skam26Jus. La prévalence de 38 
% de développer une ATN était plus élevée chez les doubles hétérozygotes que chez les 
hétérozygotes Lp/+ (1,7 %) suggérant que les ATN observées chez les doubles 
hétérozygotes Skam26Jus/+;Lp/+ n’étaient pas causées par le gène muté de Lp (Vangl2)237. En 
plus, des études de complémentation entre Lp/+, une autre souris mutante étudiée dans 
notre laboratoire Skam23Jus (qui a le même fond génétique que Skam26Jus) ne présente pas 
d’ATN chez les doubles hétérozygotes Skam23Jus/+;Lp/+ ce qui suggère que les ATN 
observés chez Skam26Jus/+;Lp/+ ne sont pas causées par le gène muté chez Lp d’un autre 
fond génétique. Nous sommes actuellement en train de générer des croisements entre les 




le fond génétique de Skam26Jus n’affecte pas l’occurrence des ATN chez les hétérozygotes 
Lp/+.  
L’analyse de l’orientation des cils dans l’organe de Corti dans la cochlée, qui est 
sous l’influence de la voie PCP, renforce hypothèse que le gène muté chez Skam26Jus 
interagit avec la voie PCP. La mutante homozygote Skam26Jus induit une perturbation de la 
voie PCP dans l’organe de Corti de façon significative en comparaison avec le type sauvage 
aussi bien que le double hétérozygote Skam26Jus/+; Lp/+ (valeur P = 0,05). Tous ces résultats 
suggèrent que le gène muté chez Skam26Jus est dans une voie de signalisation cellulaire qui 
influence indépendamment la voie PCP et que la queue en forme de boucle crochet chez les 
mutantes Skam26Jus est liée aux ATN.  
5.2 La région candidate de Skam26Jus sur le chromosome 6 
contient 21 transcrits 
La cartographie par homozygocité a permis de conclure que l’allèle muté porté par 
Skam26Jus est situé dans une région de 1.365 Mb définie par les deux marqueurs rs3680603 à 
133.967982 et rs3023102 à 135.332956 Mb dans la portion télomérique du chromosome 6. 
Nous avons procédé avec une stratégie de clonage positionnel par gène candidat. Cette 
région contient 17 gènes annotés et quatre transcrits d’ARN ne codant pas pour une 
protéine connue. De ces transcrits, Lrp6 représentait le meilleur candidat à investiguer dans 
Skam26Jus par les études qui ont montré son implication dans la voie PCP dans le mécanisme 
de convergence et extension ainsi que dans les ATN233,234,238. Ce gène sera discuté plus en 
détail dans la section 5.2.1. En se basant sur le patron d’expression génique et/ou la 
fonction de chacun des 16 autres gènes inclus dans cette région, aucun ne présentait un 
meilleur candidat que Lrp6 et par conséquent aucun autre gène n’a été priorisé par la suite 




5.2.1 Lrp6 est le gène muté chez Skam26Jus  
Lrp6 est le gène muté chez Skam26Jus, car (1) il se situe dans la région candidate 
délimitée par la cartographie homozygote, (2) il est un activateur de la voie Wnt canonique 
et un inhibiteur de la voie non-canonique Wnt/PCP et (3) le séquençage de sa région 
codante et de ses jonctions exon-intron de Lrp6 a mené à l’identification d’une nouvelle 
mutation faux sens, p.Ile681Arg, qui est spécifique au phénotype de Skam26Jus. Cette 
mutation était absente dans les deux souches parentales C57BL6 et 129S6/SvEvTac, dans 
28 autres souches de souris ainsi que des bases de données publiques de SNPs. Même si les 
prédictions in silico de la pathogénicité de ces mutations par les programmes SIFT et 
Polyphen suggère que la mutation p.Ile681Arg n’altère pas la fonction de la protéine, cet 
acide aminé est bien conservé à travers les espèces au fil de l’évolution sauf dans xenopus 
laevis et drosophila melanogaster où il est remplacé par une valine et une glutamine 
respectivement. Le changement d’acide aminé isoleucine pour une valine affecte peu la 
structure de la protéine en raison de la ressemblance entre ces deux acides aminés ainsi que 
leur caractère hydrophobe non polaire. Le changement d’acide aminé isoleucine en 
glutamine est plus significatif dans la protéine en raison de son changement de nature qui 
passe de non polaire à polaire non chargé. Cependant, un changement pour une arginine à 
la position d’une glutamine introduirait une charge positive qui pourrait ne pas être tolérée, 
car la glutamine à cette position est neutre.  
La mutation p.Ile681Arg n’est pas localisée dans un domaine fonctionnel connu de 
la protéine. Elle est située immédiatement après un domaine espaceur entre les domaines 
EGF-like-1 et EGF-like-2. Ces domaines sont nécessaires pour laisser un certain espace 
entre les différents domaines EGF-like conférant une structure en 3D optimale à la protéine 
pour la liaison avec les ligands.  
5.2.2 Étude de génotype-phénotype chez Skam26Jus 
Au fil des rétrocroisements, la pénétrance d’obtenir une queue en forme de 




un génotype homozygote pour une G à la position 2042 a 53 % de chance de présenter une 
queue en forme de boucle/crochet et une souris ayant un génotype hétérozygote pour une 
G/T à la position 2042 a 8 % de chance de présenter le phénotype à la queue. De façon 
générale, la pénétrance de développer une ATN augmente lorsqu’une souris est sur le fond 
129S6/SvEv en comparaison avec le fond génétique C57BL/6 ce qui suit les résultats 
obtenus ici79. Le changement de fond génétique n’a pas changé le phénotype de queue en 
forme de boucle/crochet comme il a parfois été observé qu’une ATN craniale devienne 
spinale sur un autre fond génétique. Chez les doubles hétérozygotes Lp/+; Skam26Jus/+ le 
phénotype observé était un spina bifida comme chez les doubles hétérozygotes Lp/+; 
Lpm1Jus/+159. Par contre, d’autres doubles mutants hétérozygotes montrent des 
craniorachischisis tel que Vangl2/+;Scribl/+ et Vangl2/+;Dvl3/+237,239. Le fait de 
développer un spina bifida au lieu d’une exencéphalie ou un craniorachischisis pourrait être 
influencé par le fond génétique des souris ou encore par certains modificateurs qui 
influencent le point de fermeture du tube neural.  
5.3 Le gène Lrp6 
5.3.1 Structure de LRP6 
LRP6 est le gène codant pour une protéine transmembranaire de 1613 acides aminés 
(figure 20). Cette protéine contient un signal peptide qui permet son exportation à la 
membrane, quatre domaines EGF-like (epidermal growth factor like domain) en N-terminal 
séparés par des domaines espacer YWTD (β-propeller) pour permettre l’interaction avec les 
ligands, trois domaines LDLR répétés, un domaine transmembranaire et cinq motifs de 
phosphorylation PPSPXS cytoplasmique en C-terminal. Les domaines EGF sont des 
séquences d’environ 30-40 acides aminés qui permettent une interaction avec les ligands 
extracellulaires240. Les motifs de phosphorylation PPSPXS permettent la liaison à d’autres 
protéines lorsque phosphorylées241. Il y a 98 % d’homologie entre la protéine de Homo 
Sapiens et Mus Musculus indiquant un haut niveau de conservation de cette protéine entre 




LRP6 appartient à la famille des récepteurs LDL (Low Density Lipoprotein 
Receptor family)242. Les protéines de cette famille sont impliquées principalement dans le 
transport des lipoprotéines. Leurs ligands pourraient être des protéines ou des 
lipoprotéines243. Elles ont pour fonction spécifique d’internaliser les lipoprotéines ApoB et 
ApoA dans les LDL et les VLDL244. Elles incluent les protéines LDLr, VLDLr, ApoER2, 
LRP1, LRP2, LRP5 et LRP6. La régulation de l’activité de ces récepteurs se fait par 
internalisation242.  
5.3.2 Partenaires de LRP6 
5.3.2.1 Ligands extracellulaires 
Les ligands Wnt1, Wnt3a et Wnt5a vont lier les domaines EGF-like-1 à EGF-like-4 
de Lrp6 (figure 23)245-247. La liaison de Wnt5a à Lrp6 et Fz2/Fz4 inhibe l’activation de la 
voie Wnt-β-caténine245 et mène à l’activation de la voie Wnt/PCP233,248. La liaison de 
Wnt3a à Lrp6 et Fz2 mène à la libération et  l’activation de la β-caténine245. Une autre 
interaction importante de Lrp6 est avec le ligand Dkk1. Le domaine C-terminal et N-
terminal de Dkk1 vont lier les domaines EGF-like-3/EGF-like-4 et EGF-like-1/EGF-like-2 
de Lrp6 respectivement246,249. Wnt3a est en compétition directe avec Dkk1 pour lier Lrp6, 
car ils lient les mêmes domaines249. Dkk2 a aussi le même rôle que Dkk1250. Sclerostesis 
(SOST) antagonise la signalisation Wnt/β-caténine par sa liaison avec Lrp6251. R-spondin-1 
stimule la phosphorylation de Lrp6 par Gsk3 dans le but d’activer la voie Wnt/β-
caténine252. Mesd est une chaperonne qui lie Lrp6 (et Lrp5) et qui empêche la liaison de 
Dkk, SOST, Wnt3a et R-spondin en liant Lrp6 avec une meilleure affinité, c’est un 
inhibiteur de la voie Wnt/β-caténine par sa liaison avec Lrp6253. Les mutations menant à 
des gains de fonction dans Lrp6 sont des mutations qui affectent la liaison avec les 




5.3.2.2 Ligands intracellulaires 
Lorsque Wnt3a lie Lrp6 et Fz dans le but d’activer la voie Wnt/β-caténine, Gsk3 a 
pour rôle de phosphoryler les sérines des motifs de phosphorylation de Lrp6101,254. La 
liaison de R-spondin a le même effet que Wnt3a sur la phosphorylation de Lrp6252. La 
kinase CK1γ, tout comme GSK3, phosphoryle Lrp6 en réponse à Wnt3a. Sans CK1γ, la 
cellule ne peut pas signaler par la voie Wnt/β-caténine255. Une autre classe de kinases, les 
kinases couplées aux protéines G 5 et 6 (GRK5/6) phosphorylent Lrp6 dans le but de 
l’activer. La liaison de l’antagoniste Dkk1 inhibe l’activité de GRK5/6256. Suite à la 
phosphorylation de Lrp6, Axin a pour rôle de lier le domaine cytoplasmique de Lrp6, afin 
de recruter le complexe liant la β-caténine pour la libérer et en permettre son activation257. 
La surexpression du récepteur du facteur de croissance 10 (GRB10), habituellement connu 
pour s’associer avec les récepteurs à tyrosine kinase, supprime la phosphorylation de LRP6 
induite par Wnt3a en liant le domaine cytoplasmique de LRP6258. Cela a pour effet 
d’inhiber la voie Wnt/β-caténine.  
 
Figure 23. Interactome de LRP6. La figure montre les interactions physiques démontrées avec 





5.3.3 Rôle et régulation de LRP6 
Tout comme les autres protéines de la famille des LDLr, l’activité de Lrp6 est 
régulée par son internalisation. Deux mécanismes distincts sont responsables de son 
internalisation. Lors de la stimulation avec Wnt3a, Lrp6 sera soit phosphorylé dans son 
domaine cytoplasmique pour recruter Axin à la membrane ou il sera internalisé dans des 
vésicules de cavéolines259. Cette internalisation est indépendante du niveau de 
phosphorylation de Lrp6, mais ces deux évènements sont nécessaires pour permettre 
l’accumulation de β-caténine cytoplasmique et ainsi y activer ces gènes cibles260. Un autre 
mécanisme d’internalisation de Lrp6 implique la formation du complexe DKK1-LRP6-
Kremen et celui-ci sera internalisé dans des vésicules de clathrines260. Cela aura pour effet 
d’inhiber la β-caténine par un mécanisme qui n’est pas encore complètement élucidé.  
5.3.4 Lrp6 chez Danio Rerio et Xenopus Laevis  
Chez Danio Rerio, aucune lignée mutante de Lrp6 n’a été produite. Les récentes 
études d’inhibition de la traduction de ce gène ont été faites à l’aide d’un oligonucléotide 
morpholino (MO)261. Le knockdown de Lrp6 par le MO mène à deux types de phénotypes; 
environ 40 % étaient ventralisés (tête plus petite), 40 % étaient dorsalisés (tête inchangée, 
queue plus courte) et les autres 20 % n’étaient pas affectés. Le développement de l’axe 
dorso ventral est sous l’influence de la voie Wnt/β-caténine262. Chez la grenouille, Lrp6 est 
exprimé tôt dans le développement; il est ubiquitaire et présent dans l’ARN maternelle263. 
L’inhibition de la traduction par le MO de xLrp6 ou la surexpression de l’ARN de Lrp6-
cytoplasmique (forme qui active constitutivement la signalisation Wnt/β-caténine) dans la 
portion dorsale de l’embryon mènent à des défauts de dorsalisation (structures antérieures 
plus petites) et des défauts d’élongation de l’axe antéro postérieur qui reflète des défauts du 
mécanisme de convergence et extension234. Dans cette étude, ils ont aussi déterminé que 
l’inhibition de Lrp6 par MO active la kinase Phospho-C-JUN (JNK) (en partie sous 
contrôle de la voie PCP) tout aussi bien que lors de la surexpression de l’ARNm de Dsh 




série de 36 acides aminés dans le domaine cytoplasmique de Lrp6 a été démontrée 
responsable de l’activation de la voie Wnt/PCP où la délétion de cette région mène à des 
défauts d’élongation234. À l’opposé, une autre étude affirme que le domaine extracellulaire 
de Lrp6 est responsable de l’inhibition de la voie Wnt/PCP238. L’interaction entre Wnt5a et 
LRP6 ne mène pas à la phosphorylation de LRP6, mais inhibe l’activité de la petite Rho 
GTPase Rac1 (sous contrôle de la voie PCP).  
5.3.5 Les souris mutantes de Lrp6 
En plus de l’identification de la mutation c.2042T>G dans Lrp6, d’autres souris 
mutantes pour le gène Lrp6 étaient répertoriées dans la littérature : une mutante amorphe, 
deux mutantes spontanées (ringelschwanz  ou rs et Crooked tail  ou Ct), et une mutante 
induite par l’agent ENU (Gwazi ou Gz).  La mutante amorphe où le knockout a été généré 
par capture de gènes présente une exencéphalie ou un spina bifida aperta avec une 
pénétrance de 50 %. Cela démontre que Lrp6 est impliqué dans la formation du tube 
neural172. Cette souris développe d’autres anomalies développementales telles que des 
malformations du système urogénital, déformation du squelette axial et des défauts des 
membres172. Deux autres mutantes identifiées présentent des ATN, les souris Ct et Rs. La 
mutante hypomorphe Rs va développer différentes malformations osseuses (ostéoporose) et 
des somites. Des études fonctionnelles à l’aide du pTOPflash ont montré qu’elle ne permet 
pas l’activation de la β-caténine173. Elle démontre une implication de la voie Wnt/β-
caténine via Lrp6 dans la formation du tube neural sans y décrire les mécanismes 
moléculaires. La mutante Ct a une mutation qui inhibe l’interaction avec Dkk1 résultant en 
une hyperactivation de la voie β-caténine. Les exencéphalies développées par Ct ont une 
pénétrance de 20 % et elles peuvent être prévenues par la prise d’acide folique174. Cette 
souris mutante présente d’autres malformations congénitales telles que des déformations du 
squelette, une queue en forme de boucle/crochet et une mortalité prématurée avant le jour 
embryonnaire 8. Tout comme la mutante Rs, elle démontre un rôle de Wnt/β-caténine via 
Lrp6 dans les ATN. La mutante Gz présente différentes malformations au niveau de la tête, 




En plus des mutantes de Lrp6, d’autres souris mutantes pour des gènes de la voie 
Wnt/β-caténine menant à des ATN ont été identifiées. La mutante amorphe pour Dvl2 est 
associée à plusieurs malformations dont 2-3 % sont des ATN (spina bifida et  
craniorachischisis)197. Il y a aussi une redondance entre Dvl1 et Dvl2, car les doubles 
mutantes présentent plus d’ATN que les simples mutantes. Les gènes Dvl sont importants 
tant que pour la signalisation par la voie Wnt/PCP que par la voie Wnt/β-caténine. L’étude 
de ces mutantes suggère fortement une implication de la voie Wnt/β-caténine dans les 
ATN.  
5.4 L’influence du folate sur les ATN  
Le folate permet de diminuer la prévalence des ATN chez des souris mutantes ayant 
des gènes mutés dans la voie Wnt/β-caténine. Une étude avec la souris mutante Cd, qui 
répond à Wnt3a, mais pas à Dkk1, a montré que la supplémentation en acide folique permet 
de diminuer la prévalence de développer une ATN de 32 %235 (une trop grande quantité 
d’acide folique a des effets inverses). De plus, ils ont observé que la supplémentation en 
acide folique influence l’activité de la voie Wnt/β-caténine concluant que la 
supplémentation en acide folique est nécessaire pour permettre une bonne activité et 
signalisation via la voie Wnt/β-caténine. Ils ont aussi montré que les mutantes amorphes de 
Lrp6 étaient sensibles à la supplémentation en acide folique indiquant que cette sensibilité 
n’est pas seulement due à l’allèle de Cd235. Ces études ont été les premières à montrer une 
forte évidence que la voie Wnt/β-caténine, via Lrp6, joue un rôle dans la neurulation en 
plus de la voie Wnt/PCP264. Éventuellement il serait intéressant d’étudier le rôle de l’acide 
folique sur la voie Wnt/PCP.  
5.5 Lrp6I681R ne permet pas l’activation de la β-caténine 
Nous avons montré que la mutation Lrp6I681R identifiée chez Skam26Jus ne permet pas 
l’activation de la β-caténine lors du pTOPflash. En effet, cette mutation a la même 




buvardage de western de cette mutation indique une bande spécifique à environ 75-80 kDa 
lorsqu’on utilise un anticorps qui lie le N-terminal (extracellulaire) de la protéine. En 
utilisant un anticorps qui lie le domaine C-terminal (cytoplasmique) on ne détecte pas 
Lrp6I681R qui a été transfecté. On détecte seulement le LRP6 endogène qui est produit 
naturellement par les cellules HEK293. Cela signifie que, lorsqu’exprimé dans les cellules 
HEK293, Lrp6I681R ne présente pas de domaine cytoplasmique après 1490 ciblé par 
l’anticorps utilisé. La taille observée sur le buvardage de type western de la protéine 
Lrp6I681R est de 77 kDa correspondant à la taille de la protéine tronquée juste après 
l’isoleucine 681. Cette troncation enlève les domaines EGF-like-3 et 4 en plus du domaine 
transmembranaire ainsi que les sites de phosphorylation de la protéine. Il est possible que la 
mutation insère un site de sensibilité à une protéase qui clivera la protéine à cet endroit, 
mais cette hypothèse doit être étudiée davantage. N’étant plus ancrée à la membrane, la 
protéine ne peut plus signaler dans la cellule. L’absence de l’activation de la β-caténine lors 
du pTOPflash pourrait être due au fait que Lrp6I681R soit tronqué. Pour étudier plus en détail 
cette hypothèse, on doit utiliser les cellules de culture primaire de la souris Skam26Jus et 
répéter l’expérience de pTOPflash. De cette façon, on ne transfecte pas Lrp6I681R qui est 
déjà exprimée dans les cellules. Aussi, afin de mieux comprendre l’effet de cette mutation 
dans la voie Wnt/β-caténine et dans la voie Wnt/PCP, il faut déterminer si elle affecte 
l’interaction avec certains ligands et déterminer lesquels en sont affectés. En comparaison 
avec la mutation p.Asp549Gly de la souris Gz, qui est localisée dans un domaine espaceur 
avant le domaine EGF-like-2, la mutation de Skam26Jus permet une moins grande activation 




5.6 Comment la mutation p.Ile681Arg dans Lrp6 pourrait 
mener à une ATN 
5.6.1 Effet sur la balance entre les deux voies Wnt/β-caténine et PCP 
Les évidences que la voie Wnt/β-caténine influence directement et indirectement la 
voie Wnt/PCP n’ont toujours pas été montrées mais certains gènes ont un rôle autant dans 
une voie que dans l’autre. Il est connu que les récepteurs Frizzled et que les protéines 
intracellulaires Dvl participent autant au fonctionnement des deux voies. Aussi, les gènes 
Ptk7 et Diversin ont aussi des rôles spécifiques en tant qu’interrupteurs moléculaires de ces 
deux voies. Chez les vertébrés Ptk7 est nécessaire au bon fonctionnement de la voie 
Wnt/PCP et son absence mène à des défauts de l’orientation des cils de la cochlée en plus 
de perturber le mécanisme de convergence et extension153. En complément, Ptk7 est requis 
pour chez xenopus pour mettre en place le nœud de Spemann-Mangold dont la formation 
est dépendante de la voie Wnt/β-caténine265. Dans le cas de Diversin, il interagit avec CK1ε 
et Axin dans le but de permettre une meilleure phosphorylation de la β-caténine. 
L’inhibition de Diversin chez Danio mène à une désorganisation de la formation des axes 
embryonnaires qui sont dépendants de la voie Wnt/β-caténine. Diversin est aussi requis lors 
de l’activation de JNK dans la gastrulation de Danio 266. Il est connu que Lrp6 est 
nécessaire pour permettre l’activation de la voie Wnt/β-caténine et que sa présence inhibe 
la voie Wnt/PCP. De plus, certaines études ont montré que Lrp6 affecte la CE chez 
Xenopus sans en montrer les mécanismes moléculaires (voir section 5.3.4). 
Le bon dosage de chacun des facteurs participant à la voie Wnt/PCP doit être 
optimal pour permettre l’établissement d’une bonne polarité cellulaire planaire. La 
surexpression autant que l’inhibition de ces gènes peuvent mener à une désorganisation de 
la polarité cellulaire et de la CE pouvant ainsi être impliquées dans les ATN267. D’autres 
études sont nécessaires pour mettre en évidence le rôle exact de Lrp6 dans ces deux voies, 
mais plus précisément dans la voie PCP. Il serait intéressant si la surexpression ainsi que 




La troncation de la protéine Lrp6 au niveau de l’isoleucine 681 aurait des 
conséquences non négligeables sur l’activité de la protéine. N’ayant plus son domaine 
cytoplasmique, elle ne pourrait plus se faire phosphoryler et ainsi recruter Axin dans le but 
de libérer la β-caténine dans le cytoplasme. Ceci pourrait résulter en une inhibition de cette 
voie et/ou une suractivation de la voie PCP. En plus, n’ayant pas de domaine 
transmembranaire la protéine ne pourrait plus être accrochée à la membrane donc n’agirait 
plus en tant que corécepteur et n’aurait plus de rôle dans la signalisation. Seulement les 
deux premiers domaines EGF-like font partie de la protéine et ils seront exportés hors de la 
cellule tel un ligand extracellulaire. N’ayant pas les domaines EGF-like-3 et 4, Lrp6 ne 
pourrait plus interagir avec certains de ces partenaires extracellulaires (Wnt, Dkk, SOST, 
R-spondin et Mesd) qui agissent comme régulateurs de la voie Wnt/β-caténine et/ou PCP 
(section 5.3.2).  
5.6.2 Effet sur les gènes cibles de la β-caténine dans la neurulation 
La β-caténine mène à l’activation de la transcription de plus de 150 gènes. De ceux-
ci, on retrouve des gènes ayant un rôle dans la voie Wnt/PCP. Cela suggère que ces gènes 
soient impliqués dans la neurulation. D’abord, l’expression de la kinase c-jun est sous 
contrôle de la β-caténine. La dérégulation de l’activité de cette kinase mène à un cancer 
colorectal chez l’humain, mais cette kinase est aussi une protéine importante pour la 
signalisation Wnt/PCP268. Le ligand extracellulaire Dkk1 est bien connu pour réguler 
négativement la voie Wnt/β-caténine mais à l’opposition il régule positivement la voie 
Wnt/PCP, sa transcription étant sous contrôle de la β-caténine269,270. Puis, le facteur 
Nkx2.2, connu pour répondre aux signaux ventraux provenant de la notochorde de Shh et 
ainsi participant à la formation du tube neurale, est sous contrôle de la β-caténine271. La 
régulation de l’expression de gènes de la voie Wnt/PCP par la β-caténine est un moyen 




5.7 LRP6 est muté chez des patients ayant une ATN 
L’analyse du gène LRP6 dans le développement des ATN humaines a permis 
l’identification de quatre nouvelles mutations rares faux sens dans une cohorte de 268 
patients. L’absence de ces mutations dans les bases de données publiques et chez 272 
contrôles confère leur spécificité aux patients atteints d’ATN. Aucune étude n’a montré le 
rôle de LRP6 dans les ATN humaines à ce jour. La mutation p.Val1386Leu, dont les 
prédictions in silico la prédisent tolérée ne perturbe pas l’activité de la β-caténine dans 
l’essaie du pTOPflash. De plus, la valine et la leucine sont deux acides aminés non polaires 
ayant une structure semblable qui sont localisés dans une région hydrophobe de la protéine 
(la membrane). Ce mutant est présent à une taille plus basse sur le buvardage de western, 
possiblement qu’il représente une autre isoforme de la protéine ou alternativement une 
forme tronquée de la protéine tel que discuté pour p.Ile681Arg (section 5.5). Quant aux 
trois autres mutations, p.Tyr306His, p.Tyr373Cys et p.Tyr1541Cys, elles étaient toutes 
prédites in silico pour être possiblement ou probablement dommageable et elles diminuent 
l’activité de la β-caténine lors du pTOPflash de façon significative aussi bien que la 
mutation p.Asp549Gly de la mutante Gz. La mutation p.Tyr306His est située dans le 
domaine EGF-like-1, un domaine d’interaction important pour les différents Wnt, DKK1, 
SOST et R-spondin. La mutation p.Tyr373Cys est située dans le domaine extracellulaire et 
peut donc avoir un effet avec l’interaction des différents ligands de LRP6 tout comme la 
mutation p.Tyr306His. La mutation p.Tyr1541Cys est située dans le domaine 
cytoplasmique entre deux motifs de phosphorylation et peut avoir un effet sur la liaison de 
LRP6 à Axin. Encore une fois, pour bien comprendre l’effet de ces mutations, il faut 
déterminer quelles interactions en sont affectées ce qui pourrait être montré par des 
expériences de co-immunoprécipitation. De plus, il faut déterminer la contribution de ces 
mutations dans la voie Wnt/PCP. Des expériences de validation dans le poisson zébré ou 
chez la grenouille pourraient être intéressantes, car ce sont de bons modèles pour étudier les 
stades du développement ainsi que le mécanisme de convergence et extension. En 




phénotype causé par celui-ci avec l’ARN de LRP6 et des mutations. Aussi, des études plus 
précises pourraient inclure des essais de la kinase JNK. Le but de cette expérience est de 
mesurer le niveau de la kinase JNK qui est sous contrôle de la voie PCP. Cela permettrait 
de déterminer l’influence des mutations dans cette voie.  
Ces mutations étaient associées avec des patients ayant une ATN ouverte ou fermée : deux 
cas de myéloméningocèle (p.Tyr306His et p.Tyr1541Cys), une céphalocèle (p.Tyr373Cys) 
et un syndrome de régression caudale (p.Val1386Leu). Toutes les mutations étaient 
identifiées comme étant des cas sporadiques. N’ayant pas accès à l’ADN des parents, nous 
n’étions pas en mesure de déterminer si ces mutations ont été transmises de façon 
mendélienne ou si elles ont été générées de novo.  
L’implication de LRP6 dans les ATN humaines est de l’ordre de 1,4 % (4 mutations 
pathogéniques sur 285 patients). Cette fréquence est semblable à celles décrite pour 
d’autres gènes de la voie PCP chez l’humain. Le gène PRICKLE1 est responsable de 0,9 % 
des ATN, le gène VANGL1 dans 1 % des ATN, le gène VANGL2 dans 1 % des ATN, et le 
gène CELSR1 dans 2,9 % des ATN202,204,207-209.  
Il est possible que les mutations identifiées précédemment interagissent avec d’autres gènes 
et/ou des facteurs environnementaux ce qui aurait pour effet de moduler l’incidence et la 
sévérité de ces ATN.   
5.8 Perspectives 
Nos résultats suggèrent que des mutations dans LRP6 sont associées a des ATN 
chez la souris et l’humain et que cela est dû en partie à la perturbation de la voie Wnt/β-
caténine. Les mécanismes moléculaires par lesquels LRP6 influence la voie Wnt/PCP ne 
sont pas encore connus. Des études plus approfondies afin d’identifier les partenaires 
directs de LRP6 et comment cette protéine module la voie Wnt/PCP sont nécessaires pour 
comprendre les bases moléculaires de cette voie. Ces études pourraient se réaliser à l’aide 
du modèle Danio Rerio et viseraient à investiguer l’effet de perturbation de LRP6 




zébré Dario rerio représente un excellent modèle pour étudier la CE. Au stade de la 
gastrulation, les différentes étapes requièrent des mouvements de convergence et 
d’extension vers les pôles animales et végétales et dans le sens de l’axe antéropostérieur. Si 
un défaut dans la CE à lieu il sera possible de l’observer directement en mesurant la 
longueur de l’axe du corps des poissons à 48 heures post-fertilisation272. Des expériences de 
co-immunoprécipitation pourraient permettre l’identification de nouvelles interactions avec 
des protéines candidates. Ces études pourraient inclure des essais de JNK kinase qui ont 
pour but de mesurer la perturbation de la kinase c-jun qui est sous l’influence de la voie 
Wnt/PCP.  
Nous avons détecté des mutations dans LRP6 dans seulement 1,4 % des patients. 
Notre séquençage vise la région codante du gène en se basant sur le fait que la majorité des 
mutations humaines étaient identifiées dans les régions codantes des gènes mutés. 
Cependant, les régions régulatrices de l’expression des gènes tels les promoteurs et les 
introns devraient aussi être investiguées. De plus, les modifications épigénétiques telles que 
le remodelage de la chromatine et la méthylation de l’ADN influencent l’expression des 
gènes et ces mécanismes doivent être étudiés davantage dans les ATN humaines.  
Le développement des nouvelles technologies comme le séquençage de nouvelle 
génération et la capture d’exome dans le domaine de la génétique a évolué rapidement dans 
les dernières années; ce qui nous permet d’analyser les régions codantes de l’exome en peu 
de temps. Cependant, les résultats obtenus en étudiant les régions codantes des gènes 
candidats n’a permis de comprendre seulement près de 10-15 % des ATN. Les études 
génétiques futures devront se pencher sur l’analyse des régions non codantes du génome, 
l’analyse des régions promotrices et régulatrices, l’analyse des facteurs épigénétiques telles 
que la régulation de la chromatine et la méthylation ou encore la régulation du génome par 
les micro-ARN. Le séquençage du génome complet chez des familles affectées pourrait 
nous donner plus d’informations sur les bases génétiques de cette anomalie. Des projets du 
type d’ENCODE sont essentiels pour comprendre les 97 % du génome humain qui ne sont 





Cette étude a permis l’identification d’une nouvelle souris mutante pour étudier les 
anomalies du tube neural et ainsi en comprendre davantage sur les mécanismes 
moléculaires à la base des ATN. L’interaction génétique entre Skam26Jus (Lrp6) et Lp 
(Vangl2) suggère que Lrp6 a un rôle dans la voie PCP ou dans une voie parallèle à cette 
dernière qui est importante pour la neurulation. La mutation p.Ile681Arg dans Lrp6 s’avère 
pathogénique et ne permet pas l’activation de la voie Wnt/β-caténine. Les autres études des 
souris mutantes avec Lrp6 renforcent l’idée que ce gène est impliqué dans les ATN. De 
plus, l’identification de quatre mutations dans LRP6 chez des patients atteints d’ATN, dont 
trois qui influencent l’activité de la voie Wnt/β-caténine suggèrent l’implication de LRP6 
dans les ATN humaines. Ces mutations sont associées aux ATN dans une petite fraction 
des patients atteints d’ATN, soit de 1 % de la cohorte étudiée. D’autres validations 
fonctionnelles afin d’en déterminer l’implication directe de LRP6 sur la voie PCP seront 
nécessaires. Cette étude présente aussi Skam26Jus comme un nouveau modèle pour étudier 
les ATN chez l’humain et fournit un outil important pour comprendre les mécanismes 
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Annexe I – Liste des amorces utilisées lors du séquençage 
des gènes de la voie PCP chez la souris 
Tableau IX. Liste des amorces utilisées lors de l’amplification des gènes de la voie PCP.  




séquence de l'amorc e(5'-3') Température d'hybridation 
Ptk7 
mPTK7_ex1F 271 TCGCCGTGTGCCTTGAACCT 66 
mPTK7_ex1R ACCGTGTCGCCACCGCGTAG 
mPTK7_ex2F 422 AGGCATCAGCTCCTCCTGAC 64 
mPTK7_ex2R CTCAGCTGCTGAGGCTGAAG 
mPTK7_ex3F 276 GTGTAAGACGGGTACATGCC 63 
mPTK7_ex3R GAGTGGTGCCAGCATGAAGC 
mPTK7_ex4F 590 CCAGTTAGATGTCTTATCCTG 59 
mPTK7_ex5R CCATCTGCTGAGAACTTGAA 
mPTK7_ex6F 351 GACCATTCTTATGACACAGAC 59 
mPTK7_ex6R CTTAGCTCTCCAAGCTGCTA 
mPTK7_ex7F 428 CCAGATGCTCAAGGCAGTCA 60 
mPTK7_ex7R AACCTCAGAATCTAGAGAGAG 
mPTK7_ex8F 529 CTCTGTGATTGAGATGTCTG 58 
mPTK7_ex9R CCTTGTCTACACAAGCTAAG 
mPTK7_ex10F 330 CTTAGCTTGTGTAGACAAGG 57 
mPTK7_ex10R CTTCTCTACTGGACTACATT 
mPTK7_ex11F 567 CCTTCTCAGCCATTCCCGTC 63 
mPTK7_ex12R CCACAGTGATGGTCACTTGG 
mPTK7_ex13F 278 CCAAGTGACCATCACTGTGG 63 
mPTK7_ex13R GACAGTCCAGCAAGCAGTCC 
mPTK7_ex14F 388 GGCTAGAGACTTGAGGGCTA 61 
mPTK7_ex14R AACTCTAGGTTTGCAGCCAG 
mPTK7_ex15F 284 GTTATCGGTCTTAGGTTATCC 60 
mPTK7_ex15R TAAATCGGAACCACCTCAGC 
mPTK7_ex16F 376 GGTGGCTGCATCTCTCTCAC 64 
mPTK7_ex16R CTGTCTGCGACCAGCAGAAG 
mPTK7_ex17F 259 CAGCAGGGACTCTGCAAGCA 63 
mPTK7_ex17R CAGGTGACGTACTTCCATAAG 
mPTK7_ex18F 347 AGGGTTGTGTTACCAGTGGT 62 
mPTK7_ex18R CACCTTCTGCTCAGCAGCCA 
mPTK7_ex19F 341 CCTGTTTGAGATGAGGCTGG 61 
mPTK7_ex19R TGACCTGTAGGTTCGACAGC 
mPTK7_ex20F 298 CAGCAGGTATTGACAAGCCAT 62 
mPTK7_ex20R CCATCATGCTGCAGGCTCC 
Scribl1 






mScrib1_x2F 654 TTGGAAACTCTCCCATACCC 57 
mScrib1_x4R CCAGGCTGAAAGAGACCAAG 
mScrib1_x5F 539 CCCTTGATGAGTGGATCTGG 57 
mScrib1_x7R ATTGCCTAGCTCCTGCAGAC 
mScrib1_x8F 301 CCGGTAAGTGAGGGTGGG 58 
mScrib1_x8R TTGGACACCTCTAACCTGGG 
mScrib1_x9F 289 AAATGTGGGACCAGGCTATG 58 
mScrib1_x9R ACATGCCACTCCCATCAGG 
mScrib1_x10F 604 TTTACTTTCCCAAGGCCTCC 58 
mScrib1_x11R CTTCTGTGGGAGGCAGAGTC 
mScrib1_x12F 508 TCTCGGTAGGTTGCTGTTGG 58 
mScrib1_x13R CCTCTGCCCTCATAGCTCC 
mScrib1_x14F 326 TAGGAGATCTGCCACACGG 57 
mScrib1_x14R TGCCTCTGGAAGACACACAG 
mScrib1_x15F 542 CTCAGGCTGTTACCTGTCGG 57 
mScrib1_x15R CTACCCACCAGGTTCCAAAG 
mScrib1_x16F 233 ACTCATGGTGAGGGCTGG 57 
mScrib1_x16R TGGGAAGAAGTGAGAGCCC 
mScrib1_x17F 251 GTCTACAGCCAGCCCTTCTG 60 
mScrib1_x17R ACAAGAGTGGCAGGTGTGC 
mScrib1_x18F 247 TCTCACCCCATAAGGAGACG 58 
mScrib1_x18R GGAAGATGGAGACACCCAAG 
mScrib1_x19F 480 CACAGTCTGATGTTAGGCCG 58 
mScrib1_x19R AGCCATGATACTGGAGACCTG 
mScrib1_x20F 577 CTATCCCTGATGGGCAGAGG 60 
mScrib1_x21R AGGCTGTGTACTTCGTTCTGC 
mScrib1_x22F 655 CTTTCTGTCCTTGCAGAGCC 58 
mScrib1_x23R GGCTCACCTGTAGGGAGAAC 
mScrib1_x24F 345 AGGTGAGGGCTCTTTCTTCG 58 
mScrib1_x24R ACCCATCACTGACACAAAGC 
mScrib1_x25F 626 CCTCAGCCTGCCTCAGAAG 60 
mScrib1_x27R AGCAGCAGTAGCTCCCTCAG 
mScrib1_x28F 229 TAAATGCTCAGACCCGTTCC 60 
mScrib1_x28R AAGTATGACACCACCACCCC 
mScrib1_x29F 498 CCTTTCCCTGCTTTCACTCC 58 
mScrib1_x30R TCAGACTTGGCTGCTGTTTC 
mScrib1_x31F 530 TATAGAGTGGGCACCCAAGG 58 
mScrib1_x32R CAGACAGGGCTCATTGTGG 
mScrib1_x33F 564 TGAGTACAGGAGGCCAAACC 58 
mScrib1_x34R GCCGAAGTCTAAGGGAACAAG 
mScrib1_x35F 392 TGGAAGGTATGTTTCCAGGG 58 
mScrib1_x36R GGAAGCACAGAAAGGACTGG 
mScrib1_x37F 281 GTGAGCCTAGCCCCAGACAG 58 
mScrib1_x38R GGCAGGAGGATCGGTATG 
Vangl1 






mVangl1-ex-2F 300 GTGAGCATGAGAGTAACTAAC 55 
mVangl1-ex-2R CAACAAGACAGGAACACGCA 
mVangl1-ex-3F 650 GTTGTGGCTTTTATAAATCATC 55 
mVangl1-ex-3R CTGTCTTCTAGGGTTATTAG 
mVangl1-ex-4F 230 GAAAGACTTCTCATTTCAGCC 55 
mVangl1-ex-4R CCCAAACGGTTTCAAGCACA 
mVangl1-ex-5F 260 CTGCTTCTCGGTCCCATTTC 57 
mVangl1-ex-5R GTAAGAATAAAATGTTCAGCGG 
mVangl1-ex-6F 350 GCGCTGCCTTGCTGACTGTC 60 
mVangl1-ex-6R TGGGATGTCATGTGACCGGC 
mVangl1-ex-7F 380 GATGGAGCCTAGCTATAACG 55 
mVangl1-ex-7R TCATAAAGCCACAAGTATAGAA 
Vangl2 
mVangl2-ex1+2-F 440 AAGAGGTCCCAGCCCGCG 63 
mVangl2-ex1+2-R GACTTGCCTAGGAGACTCC 
mVangl2-ex3F 270 ATGTGTACCTCTGCTCTGCC 59 
mVangl2-ex3R CATCTGGGTCTCATCTTTGTC 
mVangl2-ex4F 300 CGACCTGCCCTGATGTGTC 58 
mVangl2-ex4R GGCAAGGGAGGTAGCTTGG 
mVangl2-ex5F 310 CATATCCTCTGGCTGTCAG 58 
mVangl2-ex5R CGGGTACCACTCAGTTGGC 
mVangl2-ex6F 350 GTAGGATGAGCAGTGAGCAC 58 
mVangl2-ex6R CCGTGACCAACAGAGACAAG 
mVangl2-ex7F 310 GCTGTGTCACAGAGGATGAAG 58 
mVangl2-ex7R ACATCCCTCCTCCGCGGCT 
Celsr1 
mCelsr1-ex1A-F 780 CGGGTGCATGGATTGTGCTC 61 
mCelsr1-ex1A-R GCTCATTCTCAGGCACTGAC 
mCelsr1-ex1B-F 800 CCATCGTTGCTTAACCTGTC 59 
mCelsr1-ex1B-R CTCGAAGCACAGCCGTGTTG 
mCelsr1-ex1C-F 730 CCAGTTCAGTGAGAAGCGCT 57 
mCelsr1-ex1C-R CATCCTCATTCAGACGCAGC 
mCelsr1-ex1D-F 780 GTCCATCACAGTGCTGGATG 59 
mCelsr1-ex1D-R CTGGAAAGTGTACAGGAGGC 
mCelsr1-ex1E-F 900 ATCTACCAGTGTCCTCCAGG 59 
mCelsr1-ex1E-R CATGCCCAGGCGGCTATTG 
mCelsr1-ex2-F 740 CCTTTACTGTCTCGGGCATC 64 
mCelsr1-ex2-R ACCAGCAGCCCGTCCCAC 
mCelsr1-ex3-F 360 GCAAACTAGGGCATTAGGAC 57 
mCelsr1-ex3-R CATCCAGAGCCTAGAAAGTTG 
mCelsr1-ex4-F 240 TCACCCTGTGTGTCTTCATG 57 
mCelsr1-ex4-R CTTAATCTATGAAGAGCCTTGG 
mCelsr1-ex5-F 300 GACACATAGCCGGTCTCTC 55 
mCelsr1-ex5-R CCAACAGTGCTTGCCCTTAC 
mCelsr1-ex6-F 390 GCCTCATGCGTCATTCATATG 57 
mCelsr1-ex6-R CTACCAAGGTGCTCTGCAC 






mCelsr1-ex9-F 360 GAAGCTAGCATGTGGGTTAG 55 
mCelsr1-ex9-R CTGTCTGGTTCTCCTTCTAG 
mCelsr1-ex10-F 360 CATGTCACCGTAACTGTAGC 55 
mCelsr1-ex10-R CCTGGCACAGTGTCATTGTG 
mCelsr1-ex11-F 260 GTGTTCGTCTGCTTGAGATC 55 
mCelsr1-ex11-R GCCATACCGACTATAGTGAC 
mCelsr1-ex12-F 360 CCCTTTACCCTCTGCAGAG 57 
mCelsr1-ex12-R GTTGGCTTCAAACATGCAGC 
mCelsr1-ex13-F 720 GAACTGTCGGCTTCAGGAAG 61 
mCelsr1-ex14-R GTATGTAGGACTGGGCATGC 
mCelsr1-ex15-F 770 CACAGCCAAGTGTGCTTAGC 60 
mCelsr1-ex16-R ATGCTCTGATACCCAGGCCA 
mCelsr1-ex17-F 275 GTGCTCAGTACATGGGTTGG 59 
mCelsr1-ex17-R CTCCAGATTCATGGCCTCTG 
mCelsr1-ex18-F 360 AGAGAATTTCTGAATGGCGTC 57 
mCelsr1-ex18-R CTTGCCTGGTCACACAACAC 
mCelsr1-ex19-F 400 CTTCATGGCTGTCTAGAAGGT 57 
mCelsr1-ex19-R TTCTACAGACTGCCTGGGCT 
mCelsr1-ex20-F 310 CATCCCAGAGACAATGGTTG 57 
mCelsr1-ex20-R CTCACTCAGGGCACACTTG 
mCelsr1-ex21-F 375 CTGCCAACTTTAAGAGTGTA 57 
mCelsr1-ex21-R GATGTTACTGTGAGTGATCG 
mCelsr1-ex22-F 330 CTGTGTCTTCATAGTGTCTGG 59 
mCelsr1-ex22-R CTCATCTCGACAAGGCCCTTC 
mCelsr1-ex23-F 310 TGGTGTCATCACAGCCTCAG 57 
mCelsr1-ex23-R TCTAGGCTTCCAGTTGCAAC 
mCelsr1-ex24-F 390 CGGTCTTCAATATCTAACAGC 57 
mCelsr1-ex24-R GATAGCATGCCTGAGTGGCA 
mCelsr1-ex25-F 340 TTACCGAGTGCTTGCCAGC 55 
mCelsr1-ex25-R GAAGAAAGAAGACAGACGGC 
mCelsr1-ex26-F 740 CTGTCTGACCTCAGCTCTC 57 
mCelsr1-ex27-R GCTGAAGGACTTGGGTTGG 
mCelsr1-ex28-F 300 CATGACGGTGACCTGCATGA 59 
mCelsr1-ex28-R CCGTGTGTAAGTACTGAGGC 
mCelsr1-ex29-F 330 CAAGTGCTGCCAGACTCCT 55 
mCelsr1-ex29-R AGTGTGTTTGGTCCTCACAG 
mCelsr1-ex30-F 640 AGTTTGCAGCCCTGTCCATC 59 
mCelsr1-ex31-R CCAGAGGGTCAAGAAAGAGG 
mCelsr1-ex32-F 360 CCTCTTTCTTGACCCTCTGG 55 
mCelsr1-ex32-R CCAGCCAGAGTTGAGGTGT 
mCelsr1-ex33-F 440 CAAGCCAGAGATGAGGTCAG 55 
mCelsr1-ex33-R CAGTCTGCTGAACGAGGAC 
mCelsr1-ex34-F 700 GCTCAATCATCCGCTCAACG 59 
mCelsr1-ex35-R TCACACAAGGTGCCTGCTTG 
Prickle1 
mPk1-ex1F 200 CACAGCGCCTTCTATGTCAC 57 
mPk1-ex1R GATGAGAGGTTCCACACTTC 






mPk1-ex3-F 350 GCTTCCCTGTTTGACTTCTTG 56 
mPk1-ex3-R TCACGGCAGCCATCACCTA 
mPk1-ex4-F 420 CCTAACACACCCATAGGTTA 59 
mPk1-ex4-R GCTTAGTTGGGAACAGTGG 
mPk1-ex5-F 380 GTGGAGCTTTGTCATGATGG 59 
mPk1-ex5-R GGTAAGCGCAGATGGCAG 
mPk1-ex6-1F 550 CATTTCCATCACCCACAACC 57 
mPk1-ex6-1R GAGCTGCGTCATATAATCTTC 
mPk1-ex6-2F 570 GAAGCTGGATGACGTGAGC 58 
mPk1-ex6-2R GTTGTAAGTAGTGTATCAACC 
mPk1-ex7-1F 540 TCACAGTTAACATCTCCGAC 55 
mPk1-ex7-1R CTTTCCGTGACCAGGTTCAG 
mPk1-ex7-2F 600 GGCGTATCACTTTGAAGAGA 57 
mPk1-ex7-2R GGATGAATACAAGGTCGAAG 
Prickle2 
mPK2-ex1F 200 CGGACACATTCAACCGACAG 57 
mPK2-ex1R CTTACCTGGGGCCACAGGT 
mPK2-ex2-F 240 CTTCCTGCCTAGGATACAAG 57 
mPK2-ex2-R CATGTGACTTACAGGATAGA 
mPK2-ex3-F 325 CTGGCAAGTAGCCTCTTGAC 57 
mPK2-ex3-R TGGAAACACTGGAAAGGCAC 
mPK2-ex4-F 290 CACTGTGAGCCTTCCTCAG 57 
mPK2-ex4-R GGCAGCAATCTTACTGATCAC 
mPK2-ex5-F 320 CAAGTAGCAGAGTCTCTGTG 57 
mPK2-ex5-R GCAGGCTGAGCAGATAACAG 
mPK2-ex6-F 370 GCCGTTGGTAATAGTTGGATC 53 
mPK2-ex6-R AGAGATGACACTGAAGGTGTC 
mPK2-ex7-F 310 CTTTGTAACTTCCTCCACGGT 53 
mPK2-ex7-R GATTCGAACCGTGGCATGAAG 
mPK2-ex8-1F 540 CTTGTGGTATTGTGGTGCTC 59 
mPK2-ex8-1R TTGCACTGGCTGAGAAGCTG 
mPK2-ex8-2F 560 GGATCTCCTCAGTCTGTCCA 61 
mPK2-ex8-2R CAGCTGCCAGTTGGAGGAG 
mPK2-ex9-1F 550 CCCAATTCCTGTACGTTTGTAT 55 
mPK2-ex9-1R TTCCTTCAACCGAGCGATGAC 
mPK2-ex9-2F 600 ACTACTTCCAGGGATGACAAC 57 
mPK2-ex9-2R ACAACAGTGCAGCTTTCTGAG 
Dvl1 
mDvl1-ex1F 275 GGTTCCGCGTCGCCCCTGC 64 
mDvl1-ex1R GGACAGGTGCCAGCTCGTG 
mDvl1-ex2-F 521 CATTGCTACGTCCAAGAGTAG 58 
mDvl1-ex3-R GCTATGTTGTCAGCTTCACTC 
mDvl1-ex4-F 260 GGAATCATTTGAGGTAATGGC 58 
mDvl1-ex4-R GAATACTTCCAGGCTTGGAG 
mDvl1-ex5-F 590 ACAGGCCACCCGCATTCTG 58 
mDvl1-ex7-R CAAAGCTCCCGAGGCTGTA 






mDvl1-ex11-F 290 CTTTCTTGTCTGCCTCTGTG 58 
mDvl1-ex11-R GCTAGAACTGACCATTGTCC 
mDvl1-ex12-F 550 GATAAGAGGTTTGACCCTGG 58 
mDvl1-ex13-R GGGTAAGTGAAGGCAAATGA 
mDvl1-ex14-F 330 CTTTGGCGACCTGTGCAGTA 58 
mDvl1-ex14-R GAGCACAGAGGGAAGCGTC 
mDvl1-ex15-F 510 CTGTCTGGGAGCAGCTGG 56 
mDvl1-ex15-R AGAGCTCCTGGCACAGCAG 
Dvl2 
mDvl2-ex1F 370 GCGCGTCAGTTTGCGGGTGT 60 
mDvl2-ex1R CCAAGGTAGACCGGTCTCCC 
mDvl2-ex2-F 260 CTTGCTCACTGAGTGCCTCT 58 
mDvl2-ex2-R CATTAGAGAAGAGGGAAGCC 
mDvl2-ex3-F 520 CCTTAGTTTCTTCTCGTACAC 58 
mDvl2-ex4-R AGCATGCTAAGGCTTGCCTG 
mDvl2-ex5-F 550 TGGAGGCAGGGTAGACTGA 58 
mDvl2-ex6-R CCGTCAACAGAGAGAGAAGC 
mDvl2-ex7-F 420 CACAAGCTTGTGGCTTCTCTC 60 
mDvl2-ex8-R GTCATGGGCAGTGTGGGAG 
mDvl2-ex9-F 290 GATCGAGCCTGGAGACATGC 59 
mDvl2-ex9-R AAGGCATGCACCACCATGCC 
mDvl2-ex10-F 260 CTTTCCCACCTCTCTGTCCTC 60 
mDvl2-ex10-R CCTCATCCATCTAGAGATCCT 
mDvl2-ex11-F 560 TCTGGAACACACAGGCCTAG 58 
mDvl2-ex12-R CCTCCACCTTGTGTTGTGC 
mDvl2-ex13-F 410 GCACAACACAAGGTGGAGG 58 
mDvl2-ex13-R CCTCGCTTACTCAGCAGTAC 
mDvl2-ex14-F 430 TGGCTCAGGTTTCTCTGTTC 58 
mDvl2-ex14-R GAATCCGCTCTACTTGTGCC 
mDvl2-ex15-F 590 ACTGGGATCCTGAGGACTCT 60 
mDvl2-ex15-R CAGGCACTATGAAGGGCAC 
Dvl3 
mDvl3-ex1F 380 GCCGAGCTCTGCCGGAGAG 58 
mDvl3-ex1R GGGAGTCGGAACTGGCTGTG 
mDvl3-ex2-F 290 GGTCGAGGACAGTTTCAATC 57 
mDvl3-ex2-R GCTGTGCCTTCCTTCCCTC 
mDvl3-ex3-F 500 CATACCCTGCTGGAAGCAAC 58 
mDvl3-ex4-R GCCATAACTCGGGAAGTAGG 
mDvl3-ex5-F 560 CCTGGCTTGCCTGCCTCAT 56 
mDvl3-ex6-R GAGCTGTGGTCCTGCCTAG 
mDvl3-ex7-F 240 CTTCAGAGCCCTTCTGCTCG 58 
mDvl3-ex7-R ACTGCTGAGCTCCCACTCC 
mDvl3-ex8-F 500 CCTTTCTGCCCTGTACTAAC 58 
mDvl3-ex9-R CAGGATGTATGAAGGCCAGA 
mDvl3-ex10-F 450 CGTCTCTGGCCGGAGACTT 58 
mDvl3-ex11-R GGTCCTCATCAATCCTCCC 






mDvl3-ex14-F 380 TGCAGTCCATCTTTGGCTGG 60 
mDvl3-ex14-R CTGTAGGAAACACACAGGCC 








Annexe II – Liste des amorces des gènes Lrp6 et LRP6 
Tableau X. Amorces 5’ à 3’ utilisées pour amplifier les 23 exons du gène Lrp6. Les différentes 
tailles des fragments et la température d’hybridation utilisée pour chaque fragment sont indiquées 
ci-dessous.  
Nom de l'amorce Longueur du fragment  Séquence de l'amorce (5'-3') 
Température 
d’hybridation 
mLRP6-x1-F 372 AAAGCATGAGCGTGCAGACC 57 mLRP6-x1-R AGGCCCGCAGCTTTGTCC 
mLRP6-x2-F 556 CACAAATGGTGATTTGACTTTAT 55 mLRP6-x2-R AGTCCTTTACCTTTCTTTTGTC 
mLRP6-x3-F 358 GAGAGCTTTATGTAATAGCAATA 55 mLRP6-x3-R AAACCCACAGGCACACGTG 
mLRP6-x4-F 357 TTATGTATTGGTGTGAACTGTT 55 mLRP6-x4-R GTGCCTCACTCAAGCCAGA 
mLRP6-x5-F 332 GTTGCTCATGTTATGGTTGTTA 55 mLRP6-x5-R CAAAGTACTGCCAACTCTAG 
mLRP6-x6-F 572 TCCTGAAGACATCTGCATTCT 55 mLRP6-x6-R ACAACTGACTCCAAGAGTTCA 
mLRP6-x7-F 321 TCTGCTTTCAGCTCAGGATTGA 59 mLRP6-x7-R CTATGTGAACCAAAGTACTACTG 
mLRP6-x8-F 390 ATTTTGATGCAATAGATGGTGG 55 mLRP6-x8-R ACCTTTACTCTCTGCCACTTC 
mLRP6-x9-F 471 CATGAAACAAATATGTCCTGCTT 57 mLRP6-x9-Rb TCAGTGTGACTTCCCACCAGC 
mLRP6-x10-F 393 CACCAATAAAATCCAGACTTCT 55 mLRP6-x10-R CATTAGTAATAAACATTAAGACAT 
mLRP6-x11-Fb 360 TGCTATTATGAACTGGAGGGTAA 59 mLRP6-x11-R AATAGCCGCTGATACAAAGTGTC 
mLRP6-x12-F 627 GGTCTCACCTGGTTTTAGGATTG 59 mLRP6-x12-R AGTATGATCTCTGCACTTCCATC 
mLRP6-x13-F 400 CTTCCAGTTGGAGATACAGTA 55 mLRP6-x13-R TGATCTCTGCACTTCCATCTC 
mLRP6-x14-F 406 GATGTATGCTCACACGAATTAA 55 mLRP6-x14-R GAAACACTGAGTGGAGTTGTTT 
mLRP6-x15-F 374 AGTGGTTCTGCCAATCAGCT 55 mLRP6-x15-R TAACATGGGAAGAATACAAATTC 
mLRP6-x16-F 387 CCTTACTTCTAGGATCTACCTG 57 mLRP6-x16-R GAAAACGGTTGAAACCATGAAG 
mLRP6-x17-F 352 GGAATTATACTATGTAGAGGTTA 55 mLRP6-x17-R AGTCTGGAGCAGTAGGGAAT 
mLRP6-x18-F 498 GGATGTCTGTGAGCAGATGAA 57 mLRP6-x18-R GTGCAAGGCATAGTCAAATATAA 
mLRP6-x19-F 313 TGTGTCTGAGCCTGATGTGT 55 mLRP6-x19-R TTACATAAGGAAATCGGGATTG 






mLRP6-x21-F 336 GTGGATGTTGCTTTAGTTGATGT 57 mLRP6-x21-Rb AGGGCAGTGGTGGTAAACTC 
mLRP6-x22-F 294 GTATGGTAATACTGCAATGGGAA 59 mLRP6-x22-R GAGAAAGAAAGGATTTACAGGTG 
mLRP6-x23-F 541 ACACAGATTTCGACTGCACCA 59 mLRP6-x23-R TATCTCCAGCACCCACCCAC 
Tableau XI. Amorces 5’ à 3’ utilisées pour amplifier les 23 exons du gène LRP6. Les différentes 




l’amplicon Séquence de l'amorce (5'-3') 
hLRP6-x1-F 286 gcgcggaaccttgacgtg hLRP6-x1-R ccctagacacatacaacaagg 
hLRP6-x2-F 598 taaaccgatttgaaacgcagttt hLRP6-x2-R ccaaagaatctaaaattcctgttt 
hLRP6-x3-F 400 gcctgagctttctttaatagtaat hLRP6-x3-R cccctctggcacttagtcaaaaa 
hLRP6-x4-F 359 ttaatgggagaggtgacgtta hLRP6-x4-R ctcctcctgatcctcactaaa 
hLRP6-x5-F 291 tgttcatgttatggttgttaacct hLRP6-x5-R ctagagagctgattatagagaa 
hLRP6-x6-F 612 gtgcacatccttttgtgttaatt hLRP6-x6-R tatatgtcatgttatcttagtcaa 
hLRP6-x7-F 329 tggatctcacctttagaatatc hLRP6-x7-R ctgtactcaaatcattatactgtc 
hLRP6-x8-F 367 caacaggcagttggatttgtta hLRP6-x8-R ctgctgactatctccatctttt 
hLRP6-x9-F 468 ggcatttgtgaaccaaacgct hLRP6-x9-R gtcagcatgaagattcagaaatt 
hLRP6-x10-F 361 tctttctggatagggtttagact hLRP6-x10-R tctgtaactatgccatgttcc 
hLRP6-x11-F 348 ttactttgcatgaatatgactctt hLRP6-x11-R agtatctaaccaatgataaatagc 
hLRP6-x12-F 496 gccagcaagacacttgtattc hLRP6-x12-R ttccacactatttaactttagaaa 
hLRP6-x13-F 344 atcattggatgatagaggatgta hLRP6-x13-R taagtgaaacagagtggttgg 
hLRP6-x14-F 382 taggtgtaagcattgtgactg hLRP6-x14-R ggtaaataaataacaggctgaaaa 
hLRP6-x15-F 356 gtcttaataagaatatcctcattt hLRP6-x15-R atgtgccaaaaacaatacgatgc 
hLRP6-x16-F 366 tctaactggtagtcagtaaataat hLRP6-x16-R atccacaaaagtacatattaattt 
hLRP6-x17-F 298 gacagggttgtccctttttct hLRP6-x17-R atgcctagtcatagaagtctag 






hLRP6-x19-F 285 gtgttcagaaggcaccttttga hLRP6-x19-R atctcgataagtaaacctcacac 
hLRP6-x20-F 384 cctattagcaagccctcttttg hLRP6-x20-R tccacaatggaaactggcagt 
hLRP6-x21-F 308 gttgaatgaaattgcttgataca hLRP6-x21-R actacttttacattactatcactg 
hLRP6-x22-F 287 gaaacactaatagagatgaagga hLRP6-x22-R gtgaccatcgtctactcatttg 








Annexe III - Alignement protéique complet de Lrp6 
Homo_Sapiens                 ------------------------------------------MGAVLRSL 8 
Mus_Musculus                 ------------------------------------------MGAVLRSL 8 
Rattus_Norvegius             -------------------------------------------------- 
Xenopus_Laevis               ------------------------------------------MGALLRSL 8 
Danio_Rerio                  ------------------------------------------MGAVLQTL 8 
Drosophila_melanogaster      MALEPYTKSAEIEPQLCQVIDNNEDVTTKATKCTKSNSGVGWRQMLIGFL 50 
                                                                                
 
Homo_Sapiens                 LACS------------------------FCVLLRAAPLLLYANRRDLRLV 34 
Mus_Musculus                 LACS------------------------FCVLLRAAPLLLYANRRDLRLV 34 
Rattus_Norvegius             -------------------------------------------------- 
Xenopus_Laevis               LMCS------------------------LSCLLRASPLLLYANRRDLRLV 34 
Danio_Rerio                  LLCT------------------------LCLQIRGLPLLLYANRRDLRLV 34 
Drosophila_melanogaster      LICFGISNSWQYKNVHMPSSSSLIASPPASAFVNTPATLLFTTRHDIQVA 100 
                                                                                
 
Homo_Sapiens                 DATNGKENA--TIVVGGLEDAAAVDFVFSHGLIYWSDVSEEAIKRTEFN- 81 
Mus_Musculus                 DATNGKENA--TIVVGGLEDAAAVDFVFGHGLIYWSDVSEEAIKRTEFN- 81 
Rattus_Norvegius             -------------------------------------------------- 
Xenopus_Laevis               DTAGMKGNS--TVVVSGLEDAAAVDFVFSRGLIYWSDVSEEAIKRIDFN- 81 
Danio_Rerio                  DAAHGRANA--TLVMGGLEDAAAVDYIYAQGLIYWSDVSEESIKRTLFNG 82 
Drosophila_melanogaster      NITRPTGGPQIDVIVRDLAEAMAIDFYYAKNLVCWTDSGREIIECAQTNS 150 
                                                                                
 
Homo_Sapiens                 ------KTESVQNVVVSGLLSPDGLACDWLGEKLYWTDSETNRIEVSNLD 125 
Mus_Musculus                 ------KTESVQNVVVSGLLSPDGLACDWLGEKLYWTDSETNRIEVSNLD 125 
Rattus_Norvegius             -------------------------------------------------- 
Xenopus_Laevis               ------KTGSSQDVVIGGLVSPDGLACDWLGEKLYWTDSETNRIEVSNLD 125 
Danio_Rerio                  -----SAPSGVQTTVISGLASPDGLACDWMGNKLYWTDSETNRIEVAELD 127 
Drosophila_melanogaster      SALQPLLRAPKQTVISTGLDKPEGLAMDWYTDKIYWTDGEKNRIEVATLD 200 
                                                                                
 
Homo_Sapiens                 GSLRKVLFWQELDQPRAIALDPSSGFMYWTDWGEVPKIERAGMDGS--SR 173 
Mus_Musculus                 GSLRKVLFWQELDQPRAIALDPSSGFMYWTDWGEVPKIERAGMDGS--SR 173 
Rattus_Norvegius             --------------------------MYWTDWGEVPKIERAGMDGS--SR 22 
Xenopus_Laevis               GSLRKVIFWQELDQPRAIALDPTRGYMYWTDWGEVPKIERAGMDGS--VR 173 
Danio_Rerio                  GTHRKVLFWQDLDQPRAIALDPGRGFMYWTDWGEIPKIERAGMDGS--LR 175 
Drosophila_melanogaster      GRYQKVLFWTDLDQPRAVAVVPARKLLIWTDWGEYPKIERASMDGDPLSR 250 
                                                       : ****** ******.***.   * 
 
Homo_Sapiens                 FIIINSEIYWPNGLTLDYEEQKLYWADAKLNFIHKSNLDGTNRQAVVKGS 223 
Mus_Musculus                 FVIINTEIYWPNGLTLDYQERKLYWADAKLNFIHKSNLDGTNRQAVVKGS 223 
Rattus_Norvegius             FVIINTEIYWPNGLTLDYEERKLYWADAKLNFIHKSNLDGTNRQAVVKGS 72 
Xenopus_Laevis               SVIVDSDIYWPNGLTLDYDEQKLYWADAKLSFIHKANMDGSHRQTVIKGS 223 
Danio_Rerio                  SVIVETEIYWPNGLTLDYQQQQLYWADAKFNCIHRSNLDGSSREVVVKGS 225 
Drosophila_melanogaster      MTLVKEHVFWPNGLAVDLKNELIYWTDGKHHFIDVMRLDGSSRRTIVN-N 299 
                               ::. .::*****::* .:. :**:*.*   *.  .:**: *..::: . 
 
Homo_Sapiens                 LPHPFALTLFEDILYWTDWSTHSILACNKYTGEGLREIHSDIFSPMDIHA 273 
Mus_Musculus                 LPHPFALTLFEDTLYWTDWNTHSILACNKYTGEGLREIHSNIFSPMDIHA 273 
Rattus_Norvegius             LPHPFALTLFEDTLYWTDWNTHSILACNKYTGEGLREIHSNIFSPMDIHA 122 
Xenopus_Laevis               LAHPFALTLFGDTIYWTDWTTRSILACNKYTGEDRREVDTDIFSPMDIHV 273 
Danio_Rerio                  LPHPFALTLYEDTLFWTDWNTHSIHSCHKHTGENSREVHSNIFSPMDIHV 275 
Drosophila_melanogaster      LKYPFSLTFYDDRLYWTDWQRGSLNALDLQTR-ELKELIDTPKAPNSVRA 348 
                             * :**:**:: * ::****   *: : .  *    :*:     :* .::. 
 
Homo_Sapiens                 FSQQRQP-NATNPCGIDNGGCSHLCLMSPVKPFYQCACPTGVKLLENGKT 322 
Mus_Musculus                 FSQQRQP-NATNPCGIDNGGCSHLCLMSPVKPFYQCACPTGVKLLENGKT 322 
Rattus_Norvegius             FSQQRQP-NATNPCGIDNGGCSHLCLMSPVKPFYQCACPTGVKLLESGKT 171 
Xenopus_Laevis               FSHLRQP-NATNPCAAHNGGCSHLCLMSPMEPFYQCACPTGVRLMEDGKK 322 
Danio_Rerio                  YSQQRQPMDVASPCSVRNGGCSHLCLLSPAKPYYQCACPTGVQLLEDHKS 325 
Drosophila_melanogaster      WDPSLQP-YEDNPCAHNNGNCSHLCLLATNSQGFSCACPTGVKLISAN-T 396 
                             :.   **    .**.  **.******::. .  :.*******:*:.   . 
 
Homo_Sapiens                 CKDG-ATELLLLARRTDLRRISLDTPDFTDIVLQLEDIRHAIAIDYDPVE 371 





Rattus_Norvegius             CKDG-ATELLLLARRTDLRRISLDTPDFTDIVLQLEDIRHAIAIDYDPVE 220 
Xenopus_Laevis               CMHG-ATELLLLVRRTDLRRISLDTPDFTDIVLPLDDIRHTIAIDYDPVE 371 
Danio_Rerio                  CRDGGPSQLLLLARRTDLRRISLDTPDFTDIVLQAEDIRHAIAIDYDPVE 375 
Drosophila_melanogaster      CANG-SQEMMFIVQRTQISKISLDSPDYTIFPLPLGKVKYAIAIDYDPVE 445 
                             * .* . :::::.:**:: :****:**:* : *   .::::********* 
 
Homo_Sapiens                 GYIYWTDDEVRAIRRSFIDGSGSQFVVTAQIAHPDGIAVDWVARNLYWTD 421 
Mus_Musculus                 GYIYWTDDEVRAIRRSFIDGSGSQFVVTAQIAHPDGIAVDWVARNLYWTD 421 
Rattus_Norvegius             GYVYWTDDEVRAIRRSFIDGSGSQFVVTAQIAHPDGIAVDWVARNLYWTD 270 
Xenopus_Laevis               GYIYWTDDEVRAIRRTQIDGSSSQYIVTSQVAHPDGIAVDWVARNLYWTD 421 
Danio_Rerio                  GHIYWTDDEVRAIRRSLLDGSDAQLVVTSQVNHPDGIAVDWIARNLYWTD 425 
Drosophila_melanogaster      EHIYWSDVETYTIKRAHADGTGVTDFVTSEVRHPDGLALDWLARNLYWTD 495 
                              ::**:* *. :*:*:  **:.   .**::: ****:*:**:******** 
 
Homo_Sapiens                 TGTDRIEVTRLNGTMRKILISEDLEEPRAIVLDPMVGYMYWTDWG-EIPK 470 
Mus_Musculus                 TGTDRIEVTRLNGTMRKILISEDLEEPRAIVLDPMVGYMYWTDWG-EIPK 470 
Rattus_Norvegius             TGTDRIEVTRLNGTMRKILISEDLEEPRAIVLDPMAGYMYWTDWG-EIPK 319 
Xenopus_Laevis               TGTDRIEVTRLNGTMRKILISEDLDEPRAIVLDPINGYMYWTDWG-EIPK 470 
Danio_Rerio                  TGTDRIEVTRLNGTMRKILISEDLDEPRAIVLDPVAGYMYWTDWG-EVPK 474 
Drosophila_melanogaster      TVTDRIEVCRLDGTARKVLIYEHLEEPRAIAVAPSLGWMFWSDWNERKPK 545 
                             * ****** **:** **:** *.*:*****.: *  *:*:*:**. . ** 
 
Homo_Sapiens                 IERAALDGSDRVVLVNTSLGWPNGLALDYDEGKIYWGDAKTDKIEVMNTD 520 
Mus_Musculus                 IERAALDGSDRVVLVNTSLGWPNGLALDYDEGTIYWGDAKTDKIEVMNTD 520 
Rattus_Norvegius             IERAALDGSDRVVLVNTSLGWPNGLALDYDEGTIYWGDAKTDKIEVMNTD 369 
Xenopus_Laevis               IECAAMDGSDRIILVNTSLGWPNGLALDYTEGKIYWGDAKTDKIEVMAID 520 
Danio_Rerio                  IERAALDGSQRMVMVNTSLGWPNGLALDYSERKIYWGDAKTDVIEVMEMD 524 
Drosophila_melanogaster      VERASLDGSERVVLVSENLGWPNGIALDIEAKAIYWCDGKTDKIEVANMD 595 
                             :* *::***:*:::*. .******:***     *** *.*** ***   * 
 
Homo_Sapiens                 GTGRRVLVEDKIPHIFGFTLLGDYVYWTDWQRRSIERVHKRSAE-REVII 569 
Mus_Musculus                 GTGRRVLVEDKIPHIFGFTLLGDYVYWTDWQRRSIERVHKRSAE-REVII 569 
Rattus_Norvegius             GTGRRVLVEDKIPHIFGFTLLGDYVYWTDWQRRSIERVHKRSAE-REVII 418 
Xenopus_Laevis               GTGRRVLVEDKLPHIFGFTLLGDYVYWTDWQRRSIERVHKRTGE-REVII 569 
Danio_Rerio                  GSGRRVLLEDNLPHVFGFTLLGDYIYWTDWQRRSIERVHKRSTE-REVII 573 
Drosophila_melanogaster      GSGRRVVISDNLKHLFGLSILDDYLYWTDWQRRSIDRAHKITGNNRIVVV 645 
                             *:****::.*:: *:**:::*.**:**********:*.** : : * *:: 
 
Homo_Sapiens                 DQLPDLMGLKATNVHRVIGSNPCAEENGGCSHLCLYRPQGLRCACPIGFE 619 
Mus_Musculus                 DQLPDLMGLKATSVHRIIGSNPCAEDNGGCSHLCLYRPQGLRCACPIGFE 619 
Rattus_Norvegius             DQLPDLMGLKATSVHRVIGSNPCAEENGGCSHLCLYRPQGLRCACPIGFE 468 
Xenopus_Laevis               DQLPDLMGLKATNIHKLSGTNGCAENNGGCSHLCLYRPQGPRCACPIGLE 619 
Danio_Rerio                  DQLPDLMGIKATFVHQTFGVNPCAWANGGCSHLCLYRPQGVSCACPIGLE 623 
Drosophila_melanogaster      DQYPDLMGLKVTRLREVRGQNACAVRNGGCSHLCLNRPRDYVCRCAIDYE 695 
                             ** *****:*.* ::.  * * **  ********* **:.  * *.*. * 
 
Homo_Sapiens                 LISDMKTCIVPEAFLLFSRRADIRRISLETN---NNNVAIPLTGVKEASA 666 
Mus_Musculus                 LISDMKTCIVPEAFLLFSRRADIRRISLETN---NNNVAIPLTGVKEASA 666 
Rattus_Norvegius             LISDMKTCIVPEAFLLFSRRADIRRISLETN---NNNVAIPLTGVKEASA 515 
Xenopus_Laevis               LINDMKTCIVPEAFLLFSRRADIRRISLETS---NTHVAIPLTGVKEASA 666 
Danio_Rerio                  LMADLSTCIVPEAFLLFSRHTDIRRISLETN---NNNVAIPLTGVKEASA 670 
Drosophila_melanogaster      LANDKRTCVVPAAFLLFSRQEHIGRISIEYNEGNHNDERIPFKDVRDAHA 745 
                             *  *  **:** *******: .* ***:* .   :..  **:..*::* * 
 
Homo_Sapiens                 LDFDVTDNRIYWTDISLKTISRAFMNGSALEHVVEFGLDYPEGMAVDWLG 716 
Mus_Musculus                 LDFDVTDNRIYWTDISLKTISRAFMNGSALEHVVEFGLDYPEGMAVDWLG 716 
Rattus_Norvegius             LDFDVTDNRIYWTDISLKTISRAFMNGSALEHVVEFGLDYPEGMAVDWLG 565 
Xenopus_Laevis               LDFDVTDNRIYWTDVSLKTISRAFMNGSALRHVVQFGLDYPEGMAVDWLG 716 
Danio_Rerio                  LDFDITDNRIYWTDITLKTISRAFMNGSSLEHVVEFGLDYPEGMAVDWLG 720 
Drosophila_melanogaster      LDVSVAERRIYWTDQKSKCIFRAFLNGSYVQRIVDSGLIGPDGIAVDWLA 795 
                             **..:::.****** . * * ***:*** :.::*: **  *:*:*****. 
 
Homo_Sapiens                 KNLYWADTGTNRIEVSKLDGQHRQVLVWKDLDSPRALALDPAEGFMYWTE 766 
Mus_Musculus                 KNLYWADTGTNRIEVSKLDGQHRQVLVWKDLDSPRALALDPAEGFMYWTE 766 
Rattus_Norvegius             KNLYWADTGTNRIEVSKLDGQHRQVLVWKDLDSPRALALDPAEGFMYWTE 615 
Xenopus_Laevis               KNLYWADTGTNRIEVSKLDGQHRQILVWKDLDSPRALALDPAEGFMYWTE 766 
Danio_Rerio                  KNLYWADTGTNRIEVAKLDGQHRQVLVWKDLDSPRALALDPAEGFMYWTE 770 
Drosophila_melanogaster      NNIYWSDAEARRIEVARLDGSSRRVLLWKGVEEPRSLVLEPRRGYMYWTE 845 






Homo_Sapiens                 WGGKPKIDRAAMDGSERTTLVPNVGRANGLTIDYAKRRLYWTDLDT-NLI 815 
Mus_Musculus                 WGGKPKIDRAAMDGSERTTLVPNVGRANGLTIDYAKRRLYWTDLDT-NLI 815 
Rattus_Norvegius             WGGKPKIDRAAMDGSERTTLVPNVGRANGLTIDYAKRRLYWTDLDT-NLI 664 
Xenopus_Laevis               WGGKPKIDRTAMDGSGRITLVPDVGRANGLTIDYAERRLYWTDLDT-NLI 815 
Danio_Rerio                  WGGRPKIDRAAMDGSGRITLVPNVGRANGLTIDYAERRLYWTDLDT-TLI 819 
Drosophila_melanogaster      SP-TDSIRRAAMDGSDLQTIVAGANHAAGLTFDQETRRLYWATQSRPAKI 894 
                                  .* *:*****   *:*....:* ***:*   *****:  .    * 
 
Homo_Sapiens                 ESSNMLGLNREVIA-DDLPHPFGLTQYQDYIYWTDWSRRSIERANKTSGQ 864 
Mus_Musculus                 ESSDMLGLNREVIA-DDLPHPFGLTQYQDYIYWTDWSRRSIERANKTSGQ 864 
Rattus_Norvegius             ESSNMLGLNREVIA-DDLPHPFGLTQYQDYIYWTDWSRRSIERANKTSGQ 713 
Xenopus_Laevis               ESSNMLGLDRVVIA-DDLPHPFGLTQYQDYIYWTDWSRRSIERANKTSGQ 864 
Danio_Rerio                  ESSNMLGLEREVIA-DDLPHPFGLTQYQDYIYWTDWSQRSIERANKTSGQ 868 
Drosophila_melanogaster      ESADWDGKKRQILVGSDMDEPYAVSLYQDYVYWSDWNTGDIERVHKTTGQ 944 
                             **::  * .* ::. .*: .*:.:: ****:**:**.  .***.:**:** 
 
Homo_Sapiens                 NRTIIQGHLDYVMDILVFHSSRQSGWNECASSNGHCSHLCLAVP-VGGFV 913 
Mus_Musculus                 NRTIIQGHLDYVMDILVFHSSRQAGWNECASSNGHCSHLCLAVP-VGGFV 913 
Rattus_Norvegius             NRTIIQGHLDYVMDILVFHSSRQAGWNECASSNGHCSHLCLAVP-VGGFV 762 
Xenopus_Laevis               NRIMIQNDLDYVMDILVFHSSRQAGWNECASSNGHCSHLCLATP-ISGYT 913 
Danio_Rerio                  NRTVIQGHLDYVMDILVFHSSRQSGWNACAATNGHCSHLCLAVP-VCSFT 917 
Drosophila_melanogaster      NRSLVHSGMTYITSLLVFNDKRQTGVNPCKVNNGGCSHLCLAQPGRRGMT 994 
                             ** :::. : *: .:***:..**:* * *  .** ******* *   . . 
 
Homo_Sapiens                 CGCPAHYSLNADNRTCSAPTTFLLFSQKSAINRMVIDEQQSPDIILPIHS 963 
Mus_Musculus                 CGCPAHYSLNADNRTCSAPTTFLLFSQKSAINRMVIDEQQSPDIILPIHS 963 
Rattus_Norvegius             CGCPAHYSLNADNRTCSAPTTFLLFSQKSAINRMVIDEQQSPDIILPIHS 812 
Xenopus_Laevis               CGCPVHHSLNTDNKTCSAPSSFLLFSQKNAINRMVIDGQQSPDIILPIHN 963 
Danio_Rerio                  CGCPAHYSLNTDNKTCSAPTSFLLFSQKTAINRMVMDELQSPDIILPIHS 967 
Drosophila_melanogaster      CACPTHYQLAKDGVSCIPPRNYIIFSQRNCFGRLLPNTTDCPNIPLPVS- 1043 
                             *.**.*:.*  *. :* .* .:::***:..:.*:: :  :.*:* **:   
 
Homo_Sapiens                 LRNVRAIDYDPLDKQLYWIDSRQNMIRKAQEDGSQGFTVVVSSVPSQNLE 1013 
Mus_Musculus                 LRNVRAIDYDPLDKQLYWIDSRQNSIRKAHEDGGQGFNVVANSVANQNLE 1013 
Rattus_Norvegius             LRNVRAIDYDPLDKQLYWIDSRQNMIRKAQEDGGQGFTVVVSSVPNQNLE 862 
Xenopus_Laevis               LRNVRAIDYDPLEKQLYWIDSRQN-IRRAQEDGSQSMTIVASTIPNQNMD 1012 
Danio_Rerio                  LRNVRAIDYDPLDRHLYWIDAKQNVIRRAQEDGNQSVTVVSGAVGGSNLG 1017 
Drosophila_melanogaster      GKNIRAVDYDPITHHIYWIEGRSHSIKRSLANGTKVSLLANSG------- 1086 
                              :*:**:****: :::***:.:.: *:::  :* :   :. .         
 
Homo_Sapiens                 IQPYDLSIDIYSRYIYWTCEATNVINVTRLDGRSVGVVLKGEQDRPRAVV 1063 
Mus_Musculus                 IQPYDLSIDIYSRYIYWTCEATNVIDVTRLDGRSVGVVLKGEQDRPRAIV 1063 
Rattus_Norvegius             IQPYDLSIDIYSRYIYWTCEATNVIDVTRLDGRSVGVVLKGEQDRPRAIV 912 
Xenopus_Laevis               MQPYDLSIDIYSRLIYWTCEATNIINVTRLDGRAIGVVLKGEQERPRAIL 1062 
Danio_Rerio                  LQPYDLSIDIYSRFIYWTSELTNVINVTRTDGSRVGVVLRGEHDKPRAIA 1067 
Drosophila_melanogaster      -QPFDLAIDIIGRLLFWTCSQSNSINVTSFLGESVGVIDTGDSEKPRNIA 1135 
                              **:**:*** .* ::**.. :* *:**   *  :**:  *: ::** :  
 
Homo_Sapiens                 VNPEKGYMYFTNLQERSPKIERAALDGTEREVLFFSGLSKPIALALDSRL 1113 
Mus_Musculus                 VNPEKGYMYFTNLQERSPKIERAALDGTEREVLFFSGLSKPIALALDSKL 1113 
Rattus_Norvegius             VNPEKGYMYFTNLQERSPKIERAALDGTEREVLFFSGLSKPVALALDSKL 962 
Xenopus_Laevis               VNPERGYMYFTNLQERSPKIERAALDGSEREVLFFTGLSKPVALALDNKM 1112 
Danio_Rerio                  VNPERGYMYFSNLQERSPKIERCALDGTEREVLFFSNLGRPVALAVDNEL 1117 
Drosophila_melanogaster      VHAMKRLLFWTDVG-SHQAIIRARVDGNERVELAYK-LEGVTALALDQQS 1183 
                             *:. :  ::::::      * *. :**.**  * :. *    ***:*..  
 
Homo_Sapiens                 GKLFWADSDLRRIESSDLSGANRIVLEDSNILQPVGLTVFENWLYWIDKQ 1163 
Mus_Musculus                 GKLFWADSDLRRIESSDLSGANRIVLEDSNILQPVGLTVFENWLYWIDKQ 1163 
Rattus_Norvegius             SRLFWADSDLRRIESSDLSGANRIVLEDSNILQPVGLTVFENWLYWIDKQ 1012 
Xenopus_Laevis               GKLFWADSDLRRIESSDLSGGHRIVLEDSNVLQPVGLTVFGNYLYWIDRQ 1162 
Danio_Rerio                  GKLFWVDMDLRRIESSDLSGANRIVIEDSNILQPVGLTVFGNFLYWIDRQ 1167 
Drosophila_melanogaster      DMIYYAHG--KRIDAIDINGKNKKTLVSMHISQVINIAALGGFVYWLD-D 1230 
                             . :::..   :**:: *:.* :: .: . :: * :.::.: .::**:* : 
 
Homo_Sapiens                 QQMIEKIDMTGREGRTKVQARIAQLSDIHAVKELNLQEYRQHPCAQDNGG 1213 
Mus_Musculus                 QQMIEKIDMTGREGRTKVQARIAQLSDIHAVKELNLQEYRQHPCAQDNGG 1213 
Rattus_Norvegius             QQMIEKIDMTGREGRTKVQARIAQLSDIHAVKELNLQEYRQHPCAQDNGG 1062 
Xenopus_Laevis               QQMIERIEKTGRVGRTKIQARIPLLTDIHAVTELIMDEYKEHPCSQDNGG 1212 
Danio_Rerio                  QQMIERIHKVTREGRTKIQARIASLSDIHAVHQLDMQEYSKHPCTSDNGG 1217 





                             :  :*:*       *:    *:. ::**:**     .   :*.*  ..   
 
Homo_Sapiens                 CSHICLVKGDGTTR----CSCPMHLVLLQ-DELSCGEPPTCSPQQFTCFT 1258 
Mus_Musculus                 CSHICLVKGDGTTR----CSCPMHLVLLQ-DELSCGEPPTCSPQQFTCFT 1258 
Rattus_Norvegius             CSHICLVKGDGTTR----CSCPMHLVLLQ-DELSCGEPPTCSPQQFTCFT 1107 
Xenopus_Laevis               CSHICIVKGDGTTR----CSCPLHLVLLQEDELSCGEPPTCSPLHFTCFT 1258 
Danio_Rerio                  CTHICIVKGDGTTR----CSCPIHLVLLQ-DELSCGEPPTCSPEQFSCVS 1262 
Drosophila_melanogaster      CSHICIASGEGIARTRDVCSCPKHLMLLE-DKENCGAFPACGPDHFTCAA 1328 
                             *:***:..*:* :*    **** **:**: *: .**  *:*.* :*:* : 
 
Homo_Sapiens                 -------GEIDCIPVAWRCDGFTECEDHSDELNCPVCSESQFQCASGQCI 1301 
Mus_Musculus                 -------GDIDCIPVAWRCDGFTECEDHSDELNCPVCSESQFQCASGQCI 1301 
Rattus_Norvegius             -------GDIDCIPVAWRCDGFTECEDHSDELNCPVCSESQFQCASGQCI 1150 
Xenopus_Laevis               -------GEVDCIPAEWRCDGFTECVDHSDEQNCPMCSDMQYQCTSGQCI 1301 
Danio_Rerio                  -------GEVDCIPQAWRCDGFAECDDSSDERDCPVCSSREFQCDSRQCV 1305 
Drosophila_melanogaster      PVSGISDVNKDCIPASWRCDGQKDCPDKSDEVGCPTCRADQFSCQSGECI 1378 
                                     : ****  *****  :* * *** .** *   ::.* * :*: 
 
Homo_Sapiens                 DGALRCNGDANCQDKSDEKNCEVLCLIDQFRCAN-GQCIGKHKKCDHNVD 1350 
Mus_Musculus                 DGALRCNGDANCQDKSDEKNCEVLCLIDQFRCAN-GQCVGKHKKCDHSVD 1350 
Rattus_Norvegius             DGALRCNGDANCQDKSDEKNCEVLCLIDQFRCAN-GQCVGKHKKCDHNVD 1199 
Xenopus_Laevis               DSSLRCNGEDNCQDKSDEKNCNEVCAPDQFHCGS-GQCIGKHRRCDLSPD 1350 
Danio_Rerio                  DAALRCNGEINCQDRSDENKCEVLCPADQFTCSN-GQCIGRHKKCDNNMD 1354 
Drosophila_melanogaster      DKSLVCDGTTNCANGHDEADCCKR--PGEFQCPINKLCISAALLCDGWEN 1426 
                             * :* *:*  ** :  ** .*      .:* *     *:.    **   : 
 
Homo_Sapiens                 CSDKSDELDCYPTEEPAPQATNTVGSVIGVIVTIFVSGTVYFICQRMLCP 1400 
Mus_Musculus                 CSDRSDELDCYPTEEPAPQATNTVGSVIGVIVTIFVSGTIYFICQRMLCP 1400 
Rattus_Norvegius             CSDRSDELDCYFEPT----------------------------------- 1214 
Xenopus_Laevis               CSDSSDEQACYPTEEPPPPSTNTIGSIIGVILTVFVVGGVYFICQRVLCR 1400 
Danio_Rerio                  CTDNSDEIGCYATEEPSFAPTNTIGSIVGVVMVLFVVGAVYFVCQRVLCP 1404 
Drosophila_melanogaster      CADGADESSDICLQRRMAPATDKRAFMILIGATMITIFSIVYLLQ--FCR 1474 
                             *:* :**                                            
 
Homo_Sapiens                 RMKGDGETMTNDYVVHGPASVPLGYVPHPSSLSGSLPGMSRGKSMISSLS 1450 
Mus_Musculus                 RMKGDGETMTNDYVVHSPASVPLGYVPHPSSLSGSLPGMSRGKSMISSLS 1450 
Rattus_Norvegius             -------------------------------------------------- 
Xenopus_Laevis               RMKGDGETMTNDYVVHGPVSVPLAYVPHPSSLTGSLPGMSRGKSVIGSLS 1450 
Danio_Rerio                  QMKDDADTMTNDFVVHGPPPVPLGYVPHPASLSGSLPGMSRGKSVMGSLS 1454 
Drosophila_melanogaster      TRIGKSRTEPKDDQATDPLS------PSTLSKSQRVSKIASVADAVRMST 1518 
                                                                                
 
Homo_Sapiens                 IMGGSSGPPYDRAHVTGASSSSSSSTKGTYFPAILNPPPSPATERSHYTM 1500 
Mus_Musculus                 IMGGSSGPPYDRAHVTGASSSSSSSTKGTYFPAILNPPPSPATERSHYTM 1500 
Rattus_Norvegius             --------------------------------TILQAVQLPALCTAHYTL 1232 
Xenopus_Laevis               IMAGSSGPPYDRAHVTGASSSSSSSTKGTYFPPILNPPPSPATERSHYTM 1500 
Danio_Rerio                  IMGGSSGPPYDRAHVTGASSSSSSSTKGAYFPPILNPPPSPATVRSQYTM 1504 
Drosophila_melanogaster      LNSRNSMNSYDRNHITGASSSTTNGS--SMVAYPINPPPSPATRSRR--- 1563 
                                                               ::.   **    :    
 
Homo_Sapiens                 EFGYSSNSPSTHRSYSYRPYSYRHFAPPTTPCSTDVCD-SDYAPSRRM-- 1547 
Mus_Musculus                 EFGYSSNSPSTHRSYSYRPYSYRHFAPPTTPCSTDVCD-SDYAPSRRM-- 1547 
Rattus_Norvegius             QH------------------------------------------------ 1234 
Xenopus_Laevis               EFGYSSNSPSTHRSYSYRPYNYRHFAPPTTPCSTDVCD-SDYTPSHRL-- 1547 
Danio_Rerio                  EFGYSSNSPSTHRSYSYRPYSYRHFAPPTTPCSTDVCD-SDYTPGRRAPH 1553 
Drosophila_melanogaster      ---------------PYRHYKIINQPPPPTPCSTDICDESDSNYTSKSNS 1598 
                                                                                
Homo_Sapiens                 -TSVATAKGYTS-------DLNYDSEPVPPPPTPRSQYLSAEENY--ESC 1587 
Mus_Musculus                 -TSVATAKGYTS-------DVNYDSEPVPPPPTPRSQYLSAEENY--ESC 1587 
Rattus_Norvegius             -------------------------------------------------- 
Xenopus_Laevis               -TSAAAAKGYIS-------DLNYDSEPVPPPPTPRSQYLSAEENY--ESC 1587 
Danio_Rerio                  ASSATAAKGYAS-------DLNYDSEPLPPPPTPRSQYLSAEENC--ESC 1594 
Drosophila_melanogaster      NNSNGGATKHSSSSAAACLQYGYDSEPYPPPPTPRSHYHSDVRIVPESSC 1648 
                                                                                
Homo_Sapiens                 PPSPYTERSYSHHLYPPPPSPCTDSS---- 1613 
Mus_Musculus                 PPSPYTERSYSHHLYPPPPSPCTDSS---- 1613 
Rattus_Norvegius             ------------------------------ 
Xenopus_Laevis               PPSPYTERSYSHHLYPPPPSPCTDSS---- 1613 
Danio_Rerio                  PPSPYTERSYSHQLYPPPPSPCTDSS---- 1620 
Drosophila_melanogaster      PPSPSSRSSTYFSPLPPPPSPVQSPSRGFT 1678 
